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1 Einleitung 
Erythropoetin (EPO) ist ein Hormon, das die Bildung von Erythrozyten reguliert. 
Neben diesem schon seit Ende des 19. Jahrhunderts (Carnot und Deflandre 1906) 
bekannten Phänomen gibt es noch vielfältige EPO-abhängige Effekte in anderen 
Organen (Herz, Leber, Niere, Netzhaut, Bauchspeicheldrüse, Innenohr) und auch im 
Gehirn (Chateauvieux et al. 2011). Dabei spielt EPO schon in der in der embryonalen 
Entwicklung von Geweben, die anfällig für Sauerstoffmangel sind,eine Rolle, (Juul et 
al. 1999b), andererseits entfaltet es auch in ausdifferenzierten Geweben schützende 
Eigenschaften (z. B. Tamareille et al. 2009).  
Die durch EPO ausgelösten intrazellulären Signalwege sind, vor allem wegen der 
klinischen Bedeutung des Hormons, sehr aufwendig untersucht worden und gut 
beschrieben (Watowich 2011; Broxmeyer 2013). Die bisher identifizierten 
Effektorgene und -proteine variieren nach Gewebe und Differenzierungsgrad 
(Chateauvieux et al. 2011), die Zuordnung zu den durch EPO ausgelösten zellulären 
Vorgängen ist nur zum Teil möglich. Unter anderem wurde dabei das Grid1 
(glutamate-ionotropic-receptor-delta-1)-Gen in einer Studie zur EPO-abhängigen 
Genexpression als Zielmolekül identifiziert (Büchse et al. 2006). Grid1 kodiert für die 
erstmalig 1992 beschriebene delta- Glutamatrezeptoruntereinheit GluD1 (Yamazaki et 
al. 1992). Die genauen Funktionen dieser delta-Untereinheiten sind bis heute nicht 
abschließend geklärt (Yuzaki und Aricescu 2017). Es konnte jedoch eine Beteiligung 
an klinischen Erscheinungsbildern gezeigt werden, vor allem bei neurologischen und 
neuropsychiatrischen Erkrankungen (z. B. Nenadic et al. 2012, oder Webb et al. 2017).  
Auch der Einfluß von EPO auf neurologische und neuropsychiatrische Erkrankungen 
wurde in verschiedenen Zusammenhängen untersucht (Nissenson 1992; Ehrenreich et 
al. 2007; Miskowiak et al. 2010; Miskowiak et al. 2014a; Miskowiak et al. 2014b; 
Huang et al. 2015). EPO vermittelt antiapoptotische, antientzündliche und 
angiogenetische Effekte, darüberhinaus hat es auch differenzierungsfördernde 
Eigenschaften. Ebenfalls ist bei der Anwendung von EPO eine Verbesserung der 
synaptischen Plastizität beschrieben (z. B. Almaguer-Melian et al. 2016). 
Interessanterweise wurde auch für die delta-Glutamatrezeptoren eine Beteiligung an 
der Synaptogenese beschrieben (Gupta et al. 2015). 
Die beschriebenen Daten werfen die Frage auf, ob eventuell EPO-abhängige Effekte 
im ZNS mit den Veränderungen der Grid1-Expression in Zusammenhang stehen. 
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In der vorliegenden Arbeit werden Untersuchungen zur Induktion von Grid1 durch 
EPO und zur posttranslationalen Modifikation von GluD1 vorgestellt, um zum 
besseren Verständnis EPO-abhängiger Wirkungen im ZNS und der weiteren 
Aufklärung der Funktion von Grid1/GluD1 beizutragen. 
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2 Stand der Forschung 
2.1 Erythropoetin und Erythropoetinrezeptor 
2.1.1 Erythropoetin 
Die ersten Beobachtungen, dass ein längerer Höhenaufenthalt und die damit 
einhergehende Verminderung des Sauerstoffpartialdruckes zu einer Erhöhung der 
Erythrozytenzahl führt, wurden bereits Ende des 19. Jahrhunderts publiziert (Bunn 
2013). Anfang des 20. Jahrhunderts kamen Vermutungen auf, dass dies über einen 
„humoralen Faktor“ vermittelt wird (Carnot und Deflandre 1906). Durch 
Organentfernungsversuche konnte gezeigt werden, dass die Nieren die 
Hauptbildungsorte für diese Substanz - inzwischen übereinstimmend Erythropoetin 
(EPO) genannt - sind (Jacobson et al. 1957; Nathan et al. 1964). 1977 konnte erstmals 
humanes Erythropoetin aus Urin von Patienten mit aplastischer Anämie präpariert 
werden (Miyake et al. 1977). Es folgten Strukturanalysen, die Aufklärung der 
Aminosäuresequenz (Sherwood 1984; Lai et al. 1986) und eine Klonierung des 
entsprechenden Gens sowohl aus genomischer DNA, als auch aus cDNA (Lin et al. 
1985; Jacobs et al. 1985). In der Folge war die Herstellung von humanem, 
rekombinantem Erythropoetin (rhEPO) in ausreichenden Mengen für die Forschung, 
aber vor allem auch zur Therapie möglich.  
 
 
Abbildung 1 Primärstruktur von rekombinantem, humanem Erythropoetin (Ng et al. 2003) 
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Das 165 Aminosäuren lange Glykoprotein (Abbildung 1) wird beim Menschen zu 80% 
in peritubulären Fibroblasten der Niere gebildet. Ein zweiter Bildungsort ist die Leber, 
wo sowohl Hepatozyten als auch Ito-Zellen zur Expression fähig sind (Bunn 2013). 
Der Nachweis von EPO-mRNA und EPO-Protein in erythropoetischen Stammzellen 
sowohl beim Menschen als auch bei Mäusen (Hermine et al. 1991; Stopka et al. 1998) 
lässt vermuten, dass es eine auto-/parakrin gesteuerte basale Erythropoese gibt, 
wohingegen der in Abbildung 2 gezeigte klassische endokrine Mechanismus bei 
hypoxischem Stress (Bunn 2013) im Zentrum steht. 
 
Abbildung 2 Regulation der Erythrozytenzahl durch EPO [modifiziert nach Bunn (2013)]: 
Hypoxie führt in der Niere zu einer vermehrten Expression und Freisetzung von EPO und nachfolgendem 
Anstieg der Erythrozytenzahl, der resultierende Ausgleich der Hypoxie führt dann zu einer 
Normalisierung der EPO-Expression. 
Die Erforschung der Regulation des EPO-Gens führte zur Entdeckung 
sauerstoffabhängiger Mechanismen, wobei dem hypoxia-inducible-factor 1 (HIF1) 
eine wesentliche Rolle zukommt. Die Expression von HIF1 erfolgt konstitutiv, die 
sauerstoffabhängige Prolylhydroxylierung von HIF1 reguliert die ubiquitinabhängige 
Degradation des Transkriptionsfaktors. Bei Sauerstoffmangel akkumuliert 
demzufolge HIF1 in der Zelle und transaktiviert zusammen mit anderen Co-
Transkriptionsfaktoren die Expression des EPO-Gens (Fandrey 2004).  
 
Die EPO-Erythropoetinrezeptor-Interaktion auf hämatopoetischen Stammzellen 
vermittelt antiapoptotische, mitogene und differenzierungsinduzierende Effekte 
(Koury und Bondurant 1990). Auf die genauen intrazellulären Abläufe und die EPO-
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Erythropoetinrezeptor-Interaktion, sowie auf nicht-hämatopoetische-Effekt von EPO 
soll in den nächsten Kapiteln eingegangen werden. 
2.1.2 Erythropoetinrezeptor 
Der Erythropoetinrezeptor (EPOR) gehört zur Klasse-1-Cytokin-Rezeptor-Familie 
(Wells und Vos 1996), in die auch die Rezeptoren verschiedener Interleukine (IL-2, 
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7), des Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden 
Faktors (GM-CSF), des Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktors (G-CSF), des 
Wachstumshormons (GH) und des Prolaktins einzuordnen sind (Yoshimura und Arai 
1996). In dieser Rezeptorfamilie erfolgt die Aktivierung durch Anlagerung des 
jeweiligen Liganden an Membranrezeptoren, welche aus identischen (Homodimere) 
oder verschiedenen Untereinheiten (Heterodimere / -trimere) bestehen. Der EPOR 
liegt in präformierten Homodimeren (Livnah 1999) mit einer relativ geringen Anzahl 
(~1000/Zelle) auf erythropoetischen Stammzellen vor (Bunn 2013). Es genügen 
picomolare Mengen des Liganden, um eine Aktivierung der Rezeptoren zu 
ermöglichen (Broxmeyer 2013). Die durch Ligandbindung hervorgerufene 
Konformationsänderung führt zu einer Annäherung der intrazellulären Domänen 
(Remy et al. 1999) und nachfolgend zur Aktivierung intrazellulärer Signalprozesse. 
Auf nicht-hämatopoetischen Zellen wurde ein Heterodimer aus EPOR und CD131 (der 
β-Untereinheit des IL-3, IL-5 und GM-CSF-Rezeptors) identifiziert, der nur bei 
deutlich höheren EPO-Konzentrationen aktiviert wird und für die gewebsprotektiven 
Effekte von EPO zuständig zu sein scheint (siehe auch 2.3) (Hand und Brines 2011). 
2.1.3 Signaltransduktion 
Die Besonderheit der Klasse-1-Cytokin-Rezeptor-Familie besteht darin, dass sie nicht 
über eine intrinsische Tyrosinkinase-Aktivität verfügen, sondern reversibel mit 
cytosolischen Tyrosinkinasen assoziieren (Wells und Vos 1996). Die nachfolgenden 
Signalkaskaden sind schematisch in Abbildung 3 dargestellt. 
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Abbildung 3 Schematische Darstellung der EPO-abhängigen Signaltransduktion 
 
Der EPOR interagiert mit der Janus-Kinase 2 (JAK2) (Wells und Vos 1996). Die 
Aktivierung der Tyrosinkinase-Aktivität erfolgt nach Bindung von EPO an den 
Rezeptor durch die oben beschriebene Konformationsänderung und 
Transphosphorylierung der Janus-Kinasen. Die Janus-Kinase 2 phosphoryliert 
anschließend Tyrosinreste in der membrandistalen intrazellulären EPOR-Domäne und 
schafft damit Bindungsstellen für Proteine mit SH2-Domänen (src-homology 2 
domains). Der aktivierte EPOR-Komplex initiiert anschließend multiple Signalwege, 
u.a. den JAK2/STAT5 (signal transducer and activator of transcription)-Signalweg. 
STAT5 bindet mithilfe einer SH2-Domäne an spezifische Phosphotyrosinreste des 
EPOR (Klingmüller 1997), wird dort durch JAK2 phosphoryliert und bildet nach 
Abdissoziation vom Rezeptor Homodimere, aber auch Heterodimere mit anderen 
STAT-Spezies. So wurde auch die Aktivierung von STAT1 und STAT3 am EPOR 
nachgewiesen (Chateauvieux et al. 2011). Die entstehenden Komplexe reichern sich 
im Zellkern an und transaktivieren EPO-abhängige Gene (Klingmüller 1997).  
Die zur Familie der Src-Proteinkinasen gehörende Proteinkinase Lyn ist ebenfalls an 
der Signaltransduktion des EPOR beteiligt. Es wurde gezeigt, dass Lyn in der Lage ist, 
sowohl am membranproximalen Teil des EPOR zu binden, als auch mit dem 
membrandistalen Teil zu interagieren (Chin et al. 1998). In Rezeptormutanten ohne 
vorhandene JAK2-Bindungsstelle ist die Aktivität von Lyn in der Signaltransduktion 
des EPOR jedoch eingeschränkt (Bittorf et al. 2001). Einerseits wird diskutiert, dass 
7 
 
Lyn zur Anlagerung an den EPOR JAK2 benötigt (Bittorf et al. 2001), andererseits 
wurde aber auch die physische Assoziation von Lyn mit dem membranproximalen Teil 
des EPOR bewiesen (Chin et al. 1998). Somit existiert mit Lyn eine weitere 
Proteinkinase im aktivierten Rezeptorkomplex. Es wurde gezeigt, dass Lyn an der 
Aktivierung von NFκB (nuclear factor kappa B) in hämatopoetischen Zelllinien 
beteiligt ist (Bittorf et al. 2001). Gegenwärtig wird Lyn in den EPOR-Signalwegen als 
Signalverstärker interpretiert. (Chin et al. 1998).  
Der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K)-Signalweg wird durch Bindung der 
regulatorischen Untereinheit p85 an einen Phosphotyrosinrest des Rezeptors 
eingeleitet und führt zur Aktivierung der Proteinkinase B (PKB / AKT), die ihrerseits 
verschiedene zelluläre Zielproteine reguliert (Chateauvieux et al. 2011). 
Die Rekrutierung von Adapterproteinen an den Rezeptor führt darüber hinaus zur 
Aktivierung des membranständigen G-Proteins Ras und in der Folge zur Initiation der 
Ras/Raf/MEK-Signalkaskade, die vor allem mitogene Effekte vermittelt 
(Chateauvieux et al. 2011).  
Die Termination rezeptorvermittelter Signale wird bereits durch Anlagerung der 
Tyrosinphosphatase SHP1 an den Rezeptorkomplex eingeleitet und resultiert in einer 
Dephosphorylierung von JAK2 und damit der überwiegend durch diese Kinase 
vermittelten intrazellulären Signaltransduktion (Yoshimura und Arai 1996). 
Eine EPO-abhängige Aktivierung von NFκB konnte sowohl für hämatopoetische als 
auch neuronale Zellen gezeigt werden, wobei in hämatopoetischen Zelllinien Lyn und 
nicht JAK2 als beteiligte Proteinkinase nachgewiesen werden konnte (Bittorf et al. 
2001), in neuronalen Zellen hingegen konnte eine Aktivierung durch JAK2 gezeigt 
werden (Digicaylioglu und Lipton 2001). Letztendlich kommt es zu einer 
Phosphorylierung des inhibitor of nuclear factor-κB (IκB), damit zum Abdissoziieren 
des Transkriptionsfaktors NFκB und zur Translokation in den Zellkern, wo NFκB an 
der Regulation von antiapoptotischen Genen beteiligt ist (Karin 1999). 
Eine Verstärkung der STAT5-abhängigen Genexpression konnte durch eine 
Aktivierung der PKA (z. B. mittels Prostaglandin E2) gezeigt werden (Boer et al. 
2003), wobei sowohl das cAMP response element-binding protein (CREB) als 
Transkriptionsfaktor als auch der Koaktivator der Transkription CREB-binding-
protein (CBP) beteiligt sind. Die EPO-abhängige STAT5 Transaktivierung verläuft 
allerdings PKA-unabhängig (Boer et al. 2002).  
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2.2 Glutamatrezeptoren 
2.2.1 Ionotrope Glutamatrezeptoren 
Ionotrope Glutamatrezeptoren (iGluR) sind die dominierenden Liganden-abhängig 
aktivierten Ionenkanäle an exzitatorischen Synapsen (Mayer 2005). Es gibt 3 
Hauptfamilien: AMPA (α-amino-3-hydroxy-5 methyl-4-isoxazole propionic acid)-, 
Kainat- und NMDA (N-methyl-D-aspartic acid)-Rezeptoren.  
Die AMPA-Rezeptoren (Gene: GluR1 – 4) haben eine schnelle und kurze 
Bindungsantwort, desensitivieren stark, sind wenig Ca2+-durchlässig und werden von 
intrazellulären Polyaminen geblockt.  
Die NMDA-Rezeptoren (Gene: NR1, NR2A – D, NR3A, NR3B) zeigen hingegen eine 
langsame und länger anhaltende Bindungsantwort, desensitivieren schwach, sind stark 
Ca2+-durchlässig und werden spannungsabhängig von intrazellulären 
Magnesiumionen geblockt (Wollmuth und Sobolevsky 2004). 
Die Kainat-Rezeptoren (Gene: GluR5 – 7, KA1, KA2) zeigen bei verschiedenen 
Untereinheiten verschieden lange Bindungsantworten und unterschiedliches 
Desensitivierungsverhalten (Dingledine et al. 1999). Sie sind an der präsynaptischen 
Modulation der Neurotransmitterfreisetzung beteiligt (Madden 2002). 
Jedes Gen kodiert jeweils eine Untereinheit des Rezeptortetramers. Innerhalb der 
Familien sind verschiedene Kombinationen in vivo gefunden worden, aber nicht 
zwischen den Familien. 
2.2.2 Metabotrope Glutamatrezeptoren 
Alle bisher bekannten metabotropen Glutamatrezeptoren gehören zur Klasse der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren, welche eine große extrazelluläre 
Ligandenbindungsdomäne besitzen und funktionelle Homodimere bilden (Bockaert 
und Pin 1999; Kew und Kemp 2005). 
Sie werden anhand der DNA-Sequenz-Homologie, der pharmakologischen 
Beeinflussbarkeit und der induzierten second messenger in 3 Gruppen eingeteilt. 
(Wieronska et al. 2016) (siehe Tabelle 1) 
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Tabelle 1 Übersicht der metabotropen Glutamatrezeptoren und ihrer intrazellulären Signalwege 
mGluR-Gruppe G-Protein und vermittelter 
Signalweg 
mGluR-Untereinheit 
I 
Gq/11 ↑IP3, DAG 
PKC 
mGluR1 
mGluR5 
II 
Gi/0 ↓cAMP 
PKA 
mGluR3 
mGluR2 
III 
Gi/0 ↓cAMP 
PKA 
mGluR4 
mGluR6 
mGluR7 
mGluR8 
2.2.3 Delta-Untereinheiten 
Die delta-Untereinheiten sind entfernte Strukturverwandte der ionotropen 
Glutamatrezeptoruntereinheiten mit allerdings nur 18-25 % identischer 
Aminosäurensequenz (Dingledine et al. 1999). 
Aufgrund des unklaren Bindungsverhaltens (fehlende Aktivierung durch bekannte 
ionotrope Glutamatrezeptor-Agonisten) wurden sie früher auch als orphan-Rezeptoren 
bezeichnet, in der Annahme, ein bisher unentdecktes endogenes Peptid würde daran 
binden (Schmid und Hollmann 2008). 
 
Folgende delta-Untereinheiten sind bis jetzt bekannt: 
Glutamat-Rezeptor-Delta-1-Untereinheit (Grid1, auch GluD1 oder GluRδ1)  
Glutamat-Rezeptor-Delta-2-Untereinheit (Grid2, auch GluD2 oder GluRδ2)  
 
In der vorliegenden Arbeit wurde zur besseren Unterscheidung von Gen und kodiertem 
Protein folgende Nomenklatur verwendet: 
 
Gen: Protein: 
Grid1 GluD1 
Grid2 GluD2 
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Zur Erforschung der Funktion von GluD2 fanden knock-out-Modelle Anwendung, 
welche nahelegen, dass die Rezeptoruntereinheiten an der Langzeit-Depression (LTD) 
im Kleinhirn beteiligt sind, aber auch an der Synaptogenese, sowie am Lernen und 
Koordinieren von Bewegungsabläufen (Schmid und Hollmann 2008). So verwundert 
es nicht, dass inzwischen auch Berichte von Mutationen im Grid2-Gen mit dem 
Phänotyp von klinischen Syndromen der cerebellären Ataxie (Utine et al. 2013) und 
spastischen Paraplegie (Maier et al. 2014) vorliegen. 
Neuere Untersuchungen legen jedoch nahe, dass Grid2 in vielen Hirnregionen 
exprimiert wird und somit an multiplen Hirnfunktionen beteiligt sein könnte (Yuzaki 
und Aricescu 2017). Vor allem scheint GluD2 an der Regulation der synaptischen 
Organisation (sowohl prä- als auch postsynaptisch) und damit auch der synaptischen 
Plastizität von Parallelfaser-Purkinje-Zell- und MLI (molecular layer interneuron)-
Purkinje-Zell-Synapsen beteiligt zu sein. 
 
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Grid1/GluD1-Untereinheit wurde zuerst 
von Yamazaki et al. 1992 beschrieben. 
Grid1 wird bei jungen Mäusen und Ratten in höherem Ausmaß exprimiert als bei 
ausgewachsenen, darüber hinaus ändert sich der vorrangige Expressionsort (Lomeli et 
al. 1993; Magdaleno et al. 2006; Lein et al. 2007). Bei Jungtieren werden vor allem im 
Striatum und im anterioventralen Nucleus thalamicus hohe Grid1-mRNA-
Expressionsraten gefunden, wohingegen bei adulten Tieren Grid1 vorrangig im 
Innenohr und moderat im Hippocampus exprimiert wird (Yuzaki und Aricescu 2017). 
Im Innenohr ist GluD1 notwendig für das Hochfrequenzhören (Gao et al. 2007). 
Auch hier zeigen neuere Untersuchungen, dass Grid1 in vielen (vor allem höheren) 
Hirnarealen auch im adulten Nagergehirn exprimiert wird (Hepp et al. 2015). Im 
Vergleich zu GluD2 findet sich GluD1 vorrangig im Cortex, GluD2 hingegen eher im 
Cerebellum. (Hepp et al. 2015) 
Als gesichert kann angenommen werden, dass GluD1 an der synaptischen 
Organisation im Kleinhirn (Parallelfaser-MLI-Synapsen) (Konno et al. 2014; Yuzaki 
und Aricescu 2017), der Signalübertragung im Innenohr (Safieddine und Wenthold 
1997; Gao et al. 2007; Yuzaki und Aricescu 2017) und der Signalübertragung im 
Vorderhirn (Kuroyanagi et al. 2009; Yuzaki und Aricescu 2017) beteiligt ist.  
Viele Untersuchungen beim Menschen legen einen Zusammenhang von single-
nucleotid-polymorphisms (SNPs) im Grid1-Gen mit multiplen psychiatrischen 
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Störungen wie Schizophrenie, depressiver Symptomatik bei Schizophrenie, major 
depression und Alkoholabhängigkeit nahe (Treutlein et al. 2009; Edwards et al. 2012; 
Nenadic et al. 2012; Chen et al. 2015; Livide et al. 2015; Webb et al. 2017; Yuzaki 
und Aricescu 2017; Zhang et al. 2018). 
Grid1-knock-out Mäuse wurden als auffällig im Bereich Emotionen und 
Sozialverhalten beschrieben (Yadav et al. 2012). Ebenfalls konnten Veränderungen in 
der Expression anderer ionotroper Glutamatrezeptoren gefunden werden. 
Interessanterweise waren die Veränderungen sowohl auf Verhaltensebene als auch auf 
Expressionsebene durch pharmakologische Interventionen (Lithium und D-
Cycloserin) mindestens teilweise umkehrbar.  
Einige Untersuchungen fanden oder vermuten eine Beeinflussung von anderen 
Glutamatrezeptoruntereinheiten durch GluD1, welche am ehesten modulatorischer Art 
sind. Villmann et al. (1999) konnten nach Domänen-Austausch von vermuteten 
GluD1- und GluD2-Poren-Domänen in andere ionotrope Glutamatrezeptoren keine 
funktionierenden Rezeptoren herstellen, vermuten jedoch eine modulatorische 
Funktion. Unterstützend dazu zeigten Yadav et al. (2011), dass erst durch gezielte 
Mutationen in der eigentlich konservierten Transmembrandomäne 3 des GluD1 eine 
spontan geöffnete Variante hergestellt werden kann. Diese kann durch extrazelluläres 
Ca2+ noch weiter stabilisiert werden. Zumindest bei amakrinen Zellen der 
Säugetierretina wurde eine Assoziation mit Kainat-Rezeptoruntereinheiten 
nachgewiesen (Ghosh et al. 2001). 
Hepp et al. (2015) weisen mittels Elektronenmikroskopie im Hippocampus von 
adulten Nagergehirnen das Vorkommen von GluD1 hauptsächlich in postsynaptischen 
Verdickungen von exzitatorischen Synapsen an Pyramidenbahnzellen nach. Eine 
Kolokalisation mit mGluR5 auf Nervenzellen im Hippocampus und auf 
überexprimierenden HEK293 Zellen konnten Suryavanshi et al. (2016) zeigen. 
Ebenfalls fanden die Autoren eine verminderte mGlu5 Aktivität nach Grid1-knock-
out, was sekundär zu einer verminderten mGlu5-vermittelten AMPA-Rezeptor-
Internalisierung und somit zu einer Überexpression von AMPA auf den Nervenzellen 
führte. 
Benamer et al. (2017) beschreiben eine Beeinflussung der langsamen glutamatergen 
Transmission durch GluD1 im Zusammenspiel mit mGluR1 und ziehen Rückschlüsse 
auf eine dopaminerge Dysfunktion bei Grid1-Gen-Veränderungen.  
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Durch die Modulation anderer glutamaterger Übertragungswege würde sich auch die 
Beteiligung von Grid1-Mutationen an der Pathogenese oben genannter (neuro-) 
psychiatrischer Störungen erklären. 
 
Ein weiterer Aspekt ist die Beteiligung von GluD1 an der Bildung von Synapsen. 
Kuroyanagi et al. (2009) behaupten, dass die delta-Untereinheiten die Differenzierung 
glutamaterger präsynaptischer Endigungen induzieren. Yasumura et al. (2012) 
postulieren, dass GluD1 in Abhängigkeit von weiteren Botenstoffen (cerebellin-
precursor-protein 1 + 2) vorrangig die inhibitorische präsynaptische Differenzierung 
von kortikalen Neuronen anregt. 
Unterstützend dazu vermuten Ryu et al. (2012) nach Co-Zellkulturen mit GluD1-
exprimierenden Zellen und neuronalen Zellen eine Beteiligung von GluD1 an der 
Bildung von sowohl exzitatorischen als auch inhibitorischen Synapsen im 
Hippocampus. 
Gupta et al. (2015) fanden bei Grid1-knock-out Mäusen eine vermehrte Bildung und 
Verzweigung von Dendriten, was in einer höheren exzitatorischen Neurotransmission 
und mehr Synapsen im medialen präfrontalen Kortex mündet. 
 
GluD1 und GluD2 sind fähig, mit ihrer C-terminalen Domäne in Interaktion mit 
anderen Proteinen, beispielsweise Zytoskelettproteine zu treten (Hirai und Matsuda 
1999; Roche et al. 1999; Hironaka et al. 2000; Ly et al. 2002). 
2.3 Erythropoetinabhängige Effekte im Zentralnervensystem 
Zu Beginn der 1990er Jahre konnte ein positiver Effekt von EPO auf die kognitiven 
Fähigkeiten von Dialyse-Patienten gezeigt werden (Nissenson 1992). Dabei stand aber 
noch die Korrelation der kognitiven Fähigkeiten mit dem Hämatokrit, also direkt mit 
dem blutbildenden System, im Vordergrund. Nachdem eine direkte EPO-Expression 
und eine Expression des EPO-Rezeptors im Gehirn gezeigt werden konnten 
(Digicaylioglu et al. 1995; Juul et al. 1999b), lag die Vermutung einer direkten EPO-
Wirkung im Gehirn nahe. 
Ebenso konnte mittels EPO- oder EPOR-knock-out Mäusen eine tragende Rolle von 
EPO in der Hirnentwicklung nachgewiesen werden (Shingo et al. 2001; Tsai et al. 
2006), wobei dieser Effekt sowohl im Schutz vor Hypoxie des sich entwickelnden 
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Gehirnes liegt, als auch direkten stimulierenden und differenzierenden Effekten auf 
Stammzellen geschuldet ist. 
In verschiedenen Tiermodellen wurden protektive EPO-Effekte bei Hypoxie/Ischämie 
nachgewiesen (Wang et al. 2004; Tsai et al. 2006; Chatagner et al. 2010). 
Die Hauptmechanismen sind dabei antiapoptotische, antientzündliche und 
angiogenetische Eigenschaften des Hormons, am positiven Outcome hinsichtlich 
neurologischer und kognitiver Funktionen dürften die oben bereits beschriebenen 
differenzierungsfördernden Wirkungen auf neuronale Stammzellen beteiligt sein 
(Wang et al. 2004; Chateauvieux et al. 2011). Abbildung 4 zeigt eine 
Zusammenfassung der neuroprotektiven EPO-Effekte. 
 
 
Abbildung 4 Zusammenfassung der neuroprotektiven EPO-Effekte 
Durch die EPO-abhängige Aktivierung des EPOR/βcR werden vasculäre/angiogenetische, 
antiapoptotische, antientzündliche und differenzierungsfördernde Effekte ausgelöst, darunter sind 
beispielhaft die genauen Wirkungen aufgelistet.  
Unter experimentellen hypoxischen Bedingungen sind sowohl Neuralzellen als auch 
Gliazellen in der Lage, EPO zu bilden. Aufgrund seiner Molekülmasse kann EPO nur 
in sehr geringem Maße die Blut-Hirn-Schranke überwinden. In verschiedenen 
klinischen Szenarien (intrazerebrale Blutung, Schlaganfall, Schädel-Hirn-Trauma, 
Depression) konnte eine Erhöhung von EPO im Liquor cerebrospinalis gefunden 
werden, was im Vergleich zum Blut-EPO-Spiegel Rückschlüsse auf eine eventuelle 
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intrathekale Synthese von EPO zulässt. Insgesamt ist von vorrangig parakrinen und 
autokrinen Effekten von EPO im ZNS auszugehen. (Dame et al. 2001) 
Die benötigten EPO-Dosen zur Auslösung von gewebsprotektiven Effekten liegen 
weit höher. Das hängt möglicherweise damit zusammen, dass eine EPO-Rezeptor-
Variante gefunden wurde, welche eine geringere Affinität zu EPO besitzt. Weitere 
Analysen zeigten, dass es sich dabei um ein Heterodimer aus EPOR und CD131, auch 
β-common-receptor (βcR) genannt, handelt (Hand und Brines 2011). Im 
Zusammenhang damit steht auch die Entwicklung nicht-hämatopoetisch wirksamer 
EPO-Derivate (Chateauvieux et al. 2011; Hand und Brines 2011). 
Am besten untersucht sind die neuroprotektiven Effekte am Beispiel der cerebralen 
Hypoxie/Ischämie, des Schlaganfalls. Dieses gut studierte Beispiel soll auch hier 
stellvertretend für andere klinische Szenarien näher erläutert werden, dabei werden zur 
besseren Übersichtlichkeit vorrangig die proximalen EPO-abhängigen Signalwege 
besprochen. 
Um den Bereich einer absoluten Ischämie im Gehirn befindet sich ein Risikobereich 
(Penumbra), der durch die hypoxischen Bedingungen für eine weitere Schädigung 
prädestiniert ist. In der Penumbra bilden Endothelzellen, intravasculäre 
Entzündungzellen und Neuronen EPO, der EPOR hingegen wird von Neuronen, 
Astrozyten und Endothelzellen exprimiert (Sirén et al. 2001). Die Expression des 
EPOR geht der EPO-Bildung zeitlich voran, so dass das freigesetzte EPO auf 
entsprechend sensitive Gewebe Einfluss nehmen kann (Bernaudin et al. 1999). 
Zunächst wird die Mikrozirkulation der Penumbra durch endotheliale NO-Produktion 
aufrechterhalten, dies erfolgt durch eine PI3K/AKT-vermittelte Phosphorylierung und 
damit Aktivierung der endothelialen NO-Synthase (Santhanam und Katusic 2006). 
Gleichzeitig wird durch EPO-abhängige antiapoptotische Mechanismen die Apoptose 
von hypoxiegefährdeten Zellen verhindert, z. B. durch AKT-vermittelte Hemmung 
von Caspase 3 und 9 (Chateauvieux et al. 2011), sowie durch die EPO-abhängige 
Transaktivierung antiapoptotischer Gene vorrangig über den JAK2/STAT-Signalweg, 
aber auch durch AKT-Aktivierung und unter Beteiligung von NFκB wie bereits unter 
2.1.3 beschrieben. EPO stimuliert darüberhinaus die Angiogenese (mittels PI3K/AKT- 
und MAPK- vermittelter Induktion von vascular endothelial growth factor (VEGF) 
(Wang et al. 2008), wodurch auch eine Einwanderung von neuronalen Stammzellen in 
das Infarktareal verbessert wird. Diese können sich unter dem Einfluss von weiterhin 
gebildetem EPO besser zu Astrozyten (Lee et al. 2004) oder Oligodendrozyten (Iwai 
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et al. 2010) ausdifferenzieren, oder generell der Neurogenese im Infarktareal dienen 
(Iwai et al. 2007).  
Desweiteren reduziert EPO die neuronale Entzündung, z. B. durch verminderte 
Bildung von proinflammatorischen Zytokinen [z. B. IL1β (Sun et al. 2005), TNFα und 
IL6 (Kumral et al. 2007)] und durch andere antientzündliche Mechanismen (Shen et 
al. 2009). Ebenfalls vermindert EPO das konsekutive Hirnödem durch Modulation von 
Aquaporinen in Astrozyten (Gunnarson et al. 2009). Auch in älteren Infarktarealen 
konnte eine persistierend erhöhte EPO-Bildung und EPO/EPOR Interaktion 
festgestellt werden (Sirén et al. 2001), was als sekundärpräventiver Mechanismus zu 
bewerten ist. 
 
Die dargestellten Mechanismen werden auch zur Erklärung für die Wirksamkeit von 
EPO bei neuropsychologischen Defiziten im Rahmen schwerer psychiatrischer 
Erkrankungen herangezogen (Ehrenreich et al. 2007; Miskowiak et al. 2014a; 
Miskowiak et al. 2014b; Miskowiak et al. 2010) 
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3 Zielsetzung 
Eine Induktion des Grid1-Gens durch EPO-abhängige Signale wurde erstmals in einer 
Studie zum Potential verschiedener EPOR-Strukturvarianten von Büchse et al. (2006) 
nachgewiesen. Aufbauend auf diesem Nachweis sollten in der vorliegenden Arbeit 
folgende Fragen geklärt werden:  
1. Ist dieses Phänomen auf die in der oben genannten Publikation verwendete murine 
Ba/F3-Zell-Linie beschränkt oder auch in Zelllinien anderer Spezies 
nachweisbar? 
2. Kann Hypoxie (als Schlüsselreiz der EPO-Bildung) die Induktion der 
Transkription von Grid1-mRNA verstärken? 
3. Welche EPO-abhängigen Signalwege sind für die Induktion der Transkription von 
Grid1 verantwortlich? 
4. Existieren EPO-abhängige Signale, die zu posttranslationalen Modifikationen von 
GluD1 führen? 
5. Ist die physische Assoziation von GluD1 mit anderen ionotropen 
Glutamatrezeptoruntereinheiten nachweisbar? 
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4 Material und Methoden 
4.1 Zelllinien 
4.1.1 Ba/F3 und Subklone 
Für die Versuche in dieser Arbeit wurden Zellen der Linie Ba/F3 (RRID:CVCL_0161) 
(Warmuth et al. 2007) sowie ein Subklon (Ba/F3-EPOR), verwendet, dessen Zellen 
den murinen EPO-Rezeptor stabil überexprimieren und nach EPO-Kontakt mit 
Rezeptor-spezifischen Signalereignissen reagieren. Ba/F3-Zellen gehen auf eine aus 
dem Blut von BALB/c-Mäusen isolierte Zelllinie mit Pro-B-Zell-Charakteristik 
zurück und benötigen für ihr Wachstum die Anwesenheit des Zytokins Interleukin-3.  
4.1.2 HEK293 und Subklone 
HEK293 (human embryonic kidney)-Zellen (RRID:CVCL_0045) sind mit Adenovirus 
5 transformierte, immortale, adhärent wachsende Zellen, die für 
Transfektionsexperimente gut geeignet sind und viele Gemeinsamkeiten mit 
neuronalen Vorläuferzellen besitzen (Graham et al. 1977). 
In dieser Arbeit wurden neben parentalen HEK293-Zellen auch Subklone hergestellt 
und benutzt, welche den Ratten-Erythropoetin-Rezeptor (HEK293_rEPOR) und einen 
Hybridrezeptor aus humanem EGF-Rezeptor (extrazelluläre Domäne) und Maus-
Erythropoetin-Rezeptor (trans- und intrazelluläre Domäne) stabil exprimieren 
(HEK293_EGF/EPOR) und somit für Stimulationsexperimente mit EPO bzw. EGF 
geeignet sind.  
4.1.3 ST14A und Subklone 
ST14A (RRID:CVCL_M588) sind immortale, temperatursensitive Zellen, die aus 
embryonalen striatalen Zellen von 14 Tage alten Rattenembryonen gewonnen wurden 
und retroviral mit einer temperatursensitiven Variante des SV40 Large T Antigen 
transfiziert wurden. Diese Zellen zeigen eine temperaturabhängige neuronale 
Differenzierung (Cattaneo und Conti 1998). 
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In dieser Arbeit wurde mit einem Subklon (ST14A_rEPOR) gearbeitet, der nach 
Transfektion mit einer cDNA für den Ratten-EPOR eine Überexpression des Proteins 
im Vergleich zu den parentalen Zellen zeigt.  
4.1.4 Andere Zelllinien  
Darüber hinaus wurden J2E-, PC12- und COS-Zellen verwendet. Folgende Tabelle 
zeigt die Spezies, den der Zelllinie entsprechenden Gewebetyp und den 
Erstbeschreiber der jeweiligen Zelllinie. 
 
Tabelle 2 Weitere verwendete Zelllinien, deren Herkunftsspezies und -gewebe sowie Erstbeschreiber 
Zelllinie Spezies Gewebe Erstbeschreiber 
J2E 
(RRID:CVCL_0355) 
Maus 
erythroid (immortalisiert 
auf Pro-Erythroblast-
Ebene) 
(Klinken et al. 
1988) 
PC12 
(RRID:CVCL_0481) 
Ratte 
Nebenniere 
(Phäochromozytom) mit 
Fähigkeit zur neuronalen 
Differenzierung 
(Greene und 
Tischler 1976) 
COS-7 
(RRID:CVCL_0224) 
Primat 
(grüne 
Meerkatze) 
Niere (Gluzman 1981) 
4.2 Zellkulturtechniken 
4.2.1 Zellkultur 
Zur Vorbereitung von Zellen für die Experimente wurden die Zellen in 50 ml- bzw. 15 
ml-Zentrifugenröhrchen (Greiner) überführt und bei 1000 U/min für 5 min 
abzentrifugiert (GS-6R Zentrifuge; Beckman). Für die Zellkultivierung wurden die 
Zellen alle 1-2 Tage in frisches Medium in einer Zelldichte von 2-3 x 105 Zellen/ml 
umgesetzt. 
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4.2.2 Zellgewinnung (adhärente Zellen) 
Adhärente Zellen wurden durch kurze Trypsinierung (0,25% Trypsin, 0,02% EDTA 
in PBS, pH 7,2) von den Kulturplatten abgelöst und dann wie unter 4.2.1. isoliert. 
4.2.3 Einfrieren von Zellen 
Zum Einfrieren wurden 5-10 x 106 Zellen mit 2 ml Einfrierlösung (20 % DMSO und 
80 % FKS) versetzt und in 2 ml-Kryoröhrchen (Greiner) überführt. Diese wurden in 
Kryogefäßen (Nalgene) auf -70 °C abgekühlt und anschließend bei -150 °C 
aufbewahrt.  
Zum Auftauen wurden die Kryoröhrchen zunächst auf Trockeneis überführt, 
anschließend im Wasserbad bei 37 °C erwärmt. Die mit Auftaulösung (Medium mit 
20 % FKS) versetzten Zellen wurden abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in der 
gewünschten Menge Medium resuspendiert und am nächsten Tag nochmals 
abzentrifugiert und in komplettem Medium aufgenommen. 
4.2.4 Transiente Transfektion (Elektroporation) 
Pro Transfektion wurden 1 x 107 Zellen eingesetzt. 
Die Zellen wurden dreimal in serumfreiem Medium gewaschen, dann für 2 Stunden in 
Medium ohne Zusätze inkubiert (Konzentration 1 x 106 Zellen/ml). 
Nach Abzentrifugieren wurden die Zellen mit einer Konzentration von 1 x 107 
Zellen/0,8 ml Medium in zusatzfreiem Medium aufgenommen, in eine 0,8 ml-
Elektroporationsküvette mit 20 µg vorgelegtem Plasmid überführt, gut gemischt und 
für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgte die Elektroporation 
(Gene Pulser; Biorad) bei 350 mV und 960 µF und danach eine Inkubation bei 
Raumtemperatur (5 min). 
Die Zellen wurden dann in komplettem Medium aufgenommen, und in eine 24-well-
Platte überführt (jeweils 1,5 ml pro well, die entsprechenden Zytokine und/oder 
Inhibitoren waren bereits vorgelegt). Danach wurden die Zellen für 4 Stunden 
inkubiert. 
Zur Analyse wurden die Zellen in 1,5 ml-Reaktionsgefäße überführt und 1 min bei 
14000 U/min (Mikro 200; Hettich) abzentrifugiert. Der Überstand wurde anschließend 
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abgesaugt, das Pellet mit 50 µl Lysepuffer (Promega) versetzt und sorgfältig 
resuspendiert. Bis zur Messung wurden die Lysate bei -20 °C gelagert. 
4.2.5 Reportergenassay 
Zur Untersuchung von putativen Promotorregionen wurde ein Reportergenassay 
durchgeführt. Dabei diente das Enzym Luciferase als Reportergen. Das zu 
untersuchende DNA-Fragment wurde in ein kommerzielles Reportergenkonstrukt 
(pGL3-basic von Promega, Abbildung 5) kloniert. Dieses Plasmid besitzt selbst keine 
Promotoraktivität, sodass allein die klonierte DNA-Sequenz die Induktion des 
Reportergens reguliert. Dadurch lassen sich Rückschlüsse auf die Aktivät eines 
Promotors ziehen. Die Klonierung der vermeintlichen Promotorfragmente in das 
Plasmid erfolgte wie unter 4.3.4 angegeben. 
 
Abbildung 5 Vektorkarte pGL3-Basic [Promega] 
Die Messung der Luciferaseaktivität erfolgte nach Zugabe von 10 µl Lysatüberstand 
(nach 1 min Zentrifugation bei 14000 U/min) zu 50 µl Luciferase Assay Reagent 
(angesetzt nach Herstellerangaben; Promega) am Luminometer (Lumat LB 9506, Fa. 
EG&G Berthold) für 20 sec bei 25 °C. Pro Transfektion wurden jeweils drei 
Bestimmungen durchgeführt, Mittelwerte aus stimulierten sowie unstimulierten 
Ansätzen gebildet und die relative Stimulation berechnet. 
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4.3 Nukleinsäureverfahren 
4.3.1 RNA-Isolation und cDNA-Synthese 
Gesamt-RNA wurde mithilfe des TRIZOL-Reagenz isoliert (Chomczynski und Sacchi 
1987). Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 4 °C und 15.000 U/min in einer 
Tischzentrifuge (Mikro 200R, Hettich). Die entsprechenden Zellen oder Gewebe 
wurden in 1 ml TRIZOL (Invitrogen) aufgenommen und bis zur Weiterverarbeitung 
bei -80 °C gelagert. Nach Auftauen und sorgfältigem Suspendieren wurde das 
Gemisch bei Raumtemperatur für 5 min inkubiert. Der Ansatz wurde dann mit 0,2 ml 
Chloroform (J.T.Baker) versetzt, gemischt, 3 min bei Raumtemperatur inkubiert und 
15 min zentrifugiert. Dabei trennte sich eine obere, wässrige Phase (RNA) von einer 
unteren, organischen Phase (Proteine/DNA). Zur Fällung der RNA wurde die wässrige 
Phase in ein neues Gefäß überführt, 0,5 ml Isopropanol (Promega) zugegeben, gut 
durchmischt und für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Gemisch wurde dann 
für 10 min zentrifugiert, der Überstand vorsichtig abgenommen und verworfen. Das 
Waschen der gewonnenen RNA erfolgte durch Zugabe von 1 ml 75 %- Ethanol, 
Resuspendieren des Pellets und 5 min Zentrifugation. Nachdem der Überstand 
abgenommen wurde, erfolgte die Trocknung des RNA-Pellets unter dem Abzug und 
anschließend die Lösung der RNA in 30-50 µl Nuklease-freiem Wasser (Promega). 
Die RNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt und die RNA bei -70 °C bis 
zur Weiterverwendung gelagert. 
Aus der isolierten Gesamt-RNA wurde zur weiteren Analyse mit Hilfe von Reverser 
Transkriptase cDNA hergestellt (Sambrook und Russell 2001). Alle hierzu nötigen 
Chemikalien wurden von der Firma Promega bezogen. Pro Reaktionsansatz wurde 1 
µg RNA eingesetzt, die mit 2 µl Oligo-(dT)-Primern (50 pmol/µl) versetzt und mit 
nukleasefreiem Wasser auf 14 µl aufgefüllt wurde. Das Gemisch wurde für 5 min bei 
70 °C inkubiert, anschließend auf Eis gekühlt. Nun erfolgte die Zugabe von 4 µl M-
MLV Reaktionspuffer (5x), 1 µl dNTP-Mix (je 10 mM), 0,5 µl RNasin Plus RNase 
Inhibitor (40 U/µl) und 1 µl M-MLV Reverse Transkriptase (200 U/µl). Pro RNA-
Probe wurde je ein Ansatz mit und ein Ansatz ohne Reverse Transkriptase zum 
Ausschluss eventuell vorhandener genomischer DNA verwendet. Die Ansätze wurden 
für 1 Stunde bei 42 °C inkubiert und nachfolgend bei -20 °C gelagert. 
22 
 
4.3.2 Isolierung von genomischer DNA 
Zur Extraktion von genomischer DNA aus Rattenblut wurde der E.Z.N.A Blood DNA 
Kit II der Firma Peqlab verwendet. Das Verfahren basiert auf den selektiven und 
reversiblen Bindungseigenschaften von Silikamembranen. Alle 
Zentrifugationsschritte wurden, soweit nicht anders beschrieben, für 1 min bei 8.000 
g durchgeführt (Mikro 200; Hettich). 
Für die Präparation wurde 1 ml Rattenblut mit 100 µl OB™Protease und 1ml BL-
Puffer versetzt, sorgfältig gemischt und für 10 min bei 70°C inkubiert. Danach wurde 
das Lysat mit 1040 µl Isopropanol (Promega) versetzt, auf eine HiBind®-DNA-Säule 
geladen und der Durchfluss nach Zentrifugation verworfen. Anschließend wurde die 
Säule zweimal mit je 750 µl DNA-Waschpuffer beladen und zentrifugiert. Zum 
Trocknen der Säule wurde diese für 2 min bei 14.000 U/min zentrifugiert. 
Die gebundene, gewaschene DNA wurde durch eine zweiminütige Inkubation mit 200 
µl auf 70 °C vorgewärmten Elutionspuffer und anschließende Zentrifugation eluiert. 
Die Konzentration der gewonnenen DNA wurde photometrisch bestimmt, die 
Lagerung der DNA erfolgte bei -20 °C. 
4.3.3 PCR  
Für Standard-PCRs wurden verwendet:  
 
PCR Master Mix, 2X (Promega)    25 µl 
upstream-Primer (50 pmol/µl)   1 µl 
downstream-Primer (50 pmol/µl)   1 µl 
Ausgangs-DNA (Endkonzentration < 250 ng) 1 – 5 µl 
nukleasefreies Wasser (Promega)   auf 50 µl 
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Tabelle 3 Typisches PCR-Protokoll im Thermocycler (Sensoquest Labcycler) 
Temperatur Dauer Anzahl d. 
Durchläufe 
96 °C 2 min 1 x 
96 °C 45 sec 30 x 
Tm – 5 °C 45 sec 
72 °C 1 min pro 1 kb 
72 °C 5 min 1 x 
4 °C ∞  
 
Amplifikation der Grid1-cDNA der Ratte 
Zur Amplifikation der Grid1-cDNA wurden zwei überlappende Fragmente (Primer 
1/2; Primer 3/4, Abbildung 6) aus Cortex-cDNA amplifiziert und später in den 
Expressionsvektor pcDNA3.1(+) kloniert (siehe 5.3.1). In der PCR wurden für beide 
Primerpaare die folgenden Bedingungen verwendet:  
 
Temperatur Dauer Anzahl d. 
Durchläufe 
96 °C 3 min  
96 °C 45 sec 35 Zyklen 
57 °C 45 sec 
72 °C 2 min 
72 °C 3 min  
4 °C ∞  
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Abbildung 6 Primer zur Klonierung der Grid1-cDNA aus Cortex-cDNA (Primer 1-4) und des Grid1-
Promotors (Primer 5-8) 
Amplifikation des Grid1-Promotors der Ratte 
Wie schon bei der Amplifikation der Grid1-cDNA wurden zwei überlappende 
Fragmente (Primer 5/6; Primer 7/8, Abbildung 6) des Promotors amplifiziert und 
später gemeinsam subkloniert (siehe 5.2.1). Aufgrund der Probleme bei der 
Amplifikation GC-reicher Regionen wurde hier ein verändertes PCR-System 
eingesetzt (KAPA2G Robust PCR-Kit, Peqlab).  
Typischer 25 l-Ansatz: 
 
Genomische Ratten-DNA 1 l (190 ng) 
KAPA2G™ Buffer A (5x) 5 l 
dNTP Mix (je 10 mM) 0,5 l 
KAPA2G™ Robust DNA 
Polymerase (5 U/µl) 
0,25 l 
KAPA Enhancer 1 (5x) 5 l 
Forward Primer 1 µl (5 pmol/µl) 
Reverse Primer 1 µl (5 pmol/µl) 
Nukleasefreies Wasser 
(Promega) 
auf 25 µl 
 
Primer 1:  5’-GGTACC CCGGGACTGCACCGGGACC-3’ 
Primer 2:  5’-GGAACATACAATGAGCGTGAAGAGCC-3’ 
Primer 3:  5’-TCGGTGAACTCTGTGGCCATGC-3’ 
Primer 4:  5’-CTCGAG CTCTGCTGGTCGGGTGGGCT-3’ 
Primer 5: 5’-GGTACCCCCGCCGCCTGCCCTTTAAG-3’  
Primer 6: 5’-CCCAACCCAGCCCAGCCCA-3’ 
Primer 7: 5’-TCCGCAGTTCGCTCTTCGCC-3’ 
Primer 8:  5’-CTCGAGCCACAGCGTCAGCGCTTCCA-3’ 
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Folgende PCR-Bedingungen wurden verwendet: 
Temperatur Dauer Anzahl d. 
Durchläufe 
95 °C 3 min  
95 °C 45 sec 30 Zyklen 
59 °C 15 sec 
72 °C 2 min 
72 °C 2 min  
4 °C ∞  
 
PCR zum Nachweis von Grid1 in cDNA-Präparationen 
Für den Nachweis von Grid1 in cDNA-Präparationen wurde das oben beschriebene 
Standard-PCR-Verfahren eingesetzt. Die Primer waren für murine, humane und 
Ratten-Sequenzen verwendbar (Primer 10: 1 mismatch in humaner Sequenz). 
 
Primer 9:  5’-GTGAATGAGGAAATCAGTGACCC-3’ 
Primer 10: 5’-CACAAAAGGCTCTTCCAAGACAG-3’ 
 
Alle individuellen Primer wurden mithilfe des Online-Tools „Primer-Blast“ erstellt 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) und von der Firma BioTeZ Berlin 
Buch GmbH (www.biotez.de) bezogen. 
4.3.4 Klonierung von DNA 
4.3.4.1 Klonierung von PCR-Produkten  
Für die Klonierung von PCR-Fragmenten wurde der Vektor pCR2.1-TOPO 
(Invitrogen) genutzt. Dabei wurde das Prinzip der TA-Klonierung verwendet (TOPO 
TA Cloning ® Kit, Invitrogen). Es beruht auf der Präparation eines linearisierten 
Vektors, an dessen 3'-Desoxythymidin-Überhängen die Topoisomerase I des 
Vaccinia-Virus kovalent gebunden ist (siehe Abbildung 7). Die in der Phospho-
Tyrosyl-Bindung konservierte Energie wird zur Ligation des PCR-Produktes mit dem 
Vektor benötigt.  
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Abbildung 7 Kovalente Bindung der Topoisomerase I des Vaccinia-Virus am pCR2.1-TOPO-Vektor 
[Invitrogen] 
 
Bei PCR-Produkten, die aus Reaktionen mit „proofreading“-Polymerasen stammten, 
wurde die Existenz der für die Klonierung notwendigen 3’-Adenosin-Überhänge durch 
eine zusätzliche Reaktion mit Taq-Polymerase abgesichert. Dazu wurden 10 µl des 
PCR-Produkts nach Extraktion und Reinigung aus dem Agarosegel mit 10 µl PCR 
Master Mix (Promega) versetzt und für 10 min bei 72 °C inkubiert. Zur eigentlichen 
Klonierung in den pCR2.1-TOPO-Vektor wurde folgender Ansatz hergestellt: 
 
PCR-Produkt  0,5 – 4 µl 
Salzlösung 1 µl 
Nukleasefreies Wasser (Promega) auf 5 µl 
TOPO-Vektor 1 µl 
 
Der Ansatz wurde für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, anschließend erfolgte die 
Transformation von kompetenten E. coli-Zellen. 
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4.3.4.2 Restriktionsverdau 
Zur Herstellung definierter DNA-Fragmente für Subklonierungen war der Einsatz von 
Restriktionsenzymen notwendig. Alle verwendeten Enzyme und zugehörigen 
Reagenzien wurden von der Firma New England Biolabs bezogen. 
Verwendete Restriktionsenzyme: KpnI, XhoI, PvuII, AflII 
Die Restriktionsansätze wurden nach folgendem Schema angesetzt und für 1 Stunde 
bei 37°C inkubiert:  
 
Zu verdauende DNA 2 µg 
Puffer (10x) 2 µl 
Restriktionsenzym 1 µl (10 U) 
Nukleasefreies Wasser (Promega) auf 20 µl 
 
4.3.4.3 Klonierung von cDNA  
Für die transiente und stabile Expression von cDNAs wurden entsprechende DNA-
Fragmente in die Expressionsvektoren pcDNA3.1(+) (Invitrogen, siehe Abbildung 8) 
und pSELECT-puro-mcs (InvivoGen, siehe Abbildung 9) ligiert. Dabei werden lineare 
DNA-Fragmente (cDNA und linearisierte Plasmide) wieder zu zirkulären DNA 
Molekülen zusammengefügt. Das Ziel ist die Aufnahme des cDNA-Fragmentes in das 
Plasmid und damit eine Expression oder Vervielfältigung in den entsprechenden 
Zielzellen.  
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Abbildung 8 Vektorkarten pcDNA3.1 (+) [Invitrogen] 
 
 
Abbildung 9 Vektorkarte pSELECT-puro-mcs [InvivoGen] 
4.3.4.4 Ligation von DNA-Fragmenten 
Die Ligation von mit Restriktionsendonucleasen geschnittenen DNA-Fragmenten und 
das Ligieren eines Inserts in einen Vektor erfolgte mit dem LigaFast Rapid DNA 
Ligation System von Promega. Das molare Verhältnis Insert zu Vektor betrug etwa 
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1:2. Zur Errechnung der benötigten Masse des Inserts wurde folgende Formel 
verwendet: 
 
ng Vektor × kb Insert
kb Vektor
 × Molarverhältnis 
Insert
Vektor
 = ng Insert  
 
Der 10 µl-Reaktionsansatz enthielt neben den DNA-Fragmenten (100 ng Vektor + 
errechnete Menge des Inserts) 3 Units T4-DNA-Ligase und 5 µl 2x Rapid 
Ligationspuffer. Die Ligation erfolgte durch Inkubation des Ansatzes für 10 min bei 
25 °C. Anschließend wurde der Ligationsansatz für die Transformation von 
kompetenten Zellen verwendet. 
4.3.5 Transfer von Plasmid-Vektoren in kompetente E. coli-Bakterien 
Zur Transformation wurden kompetente E. coli-Zellen der Firma Invitrogen (One 
Shot® TOP10) verwendet. 50 µl der Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 5 µl des 
Ligationsansatzes vermischt und 10 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein 
Hitzeschock für 30 Sekunden bei 42 °C im Wasserbad. Die Zellen wurden auf Eis 
gekühlt, mit 250 µl S.O.C.-Medium (Invitrogen) versetzt und für 1 Stunde bei 37 °C 
inkubiert. Zur Selektierung und Kultivierung wurden dann 100 µl der Bakterienkultur 
auf eine LB-Agar-Platte [100 µg/ml Ampicillin und 40 µl X-gal-Lösung (40 mg/ml)] 
ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Rekombinante weiße Kolonien 
wurden durch eine Plasmid-Minipräparation und anschließende DNA-Sequenzierung 
verifiziert. 
4.3.6 Agarosegelelektrophorese 
Zur Trennung von DNA-Fragmenten nach dem Molekulargewicht wurden DNA-
Fragmente in Agarosegelen elektrophoretisch separiert. Dazu wurde 1 g Agarose 
(UltraPure Agarose, Invitrogen) mit 100 ml 0,5-fach TBE-Puffer  in einer Mikrowelle 
aufgekocht, bis eine klare Lösung entstand. Danach wurde das abgekühlte, noch 
flüssige Agarosegel mit 5 µl einer Ethidiumbromidlösung (10 mg/ml, Bio-Rad) 
versetzt, gemischt und in einen Gelträger gegossen. Das ausgekühlte und erstarrte 
Agarosegel wurde in einer Elektrophoresekammer (Mini-Sub Cell GT, Bio-Rad) mit 
0,5-fach TBE-Puffer überschichtet. Zum Beladen des Gels wurden die DNA-Proben 
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mit Ladepuffer (5-fach konzentriert: Glycerin 30 % v/v, 50 mM EDTA, 0,001% w/v 
Xylencyanol) gemischt. Zur Abschätzung der Größe der aufgetrennten DNA-
Fragmente wurde parallel ein Größenmarker (2-Log DNA Ladder, NEB; oder: 
BenchTop PCR Markers, Promega) aufgetragen. Die DNA-Fragmente wurden nach 
der Elektrophorese auf einem UV-Tisch (Dual Intensity Transilluminator, UniEquip) 
analysiert.  
4.3.7 DNA-Extraktion aus Agarosegelen 
Zur Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde der QIAquick Gel 
Extraction Kit von QIAGEN verwendet. Das gewünschte Gelstück wurde mit einem 
Skalpell ausgeschnitten und das Gewicht bestimmt. Anschließend wurde das 3-fache 
Volumen Puffer QG zu einem Volumen Gel gegeben (1 mg = 1 µl). Das Gel-Puffer-
Gemisch wurde für 10 min bei 50 °C inkubiert und vollständig gelöst. Danach wurde 
1 Gelvolumen Isopropanol zugegeben und gemischt. Zur Bindung der DNA an der 
QIAquick Säule wurde das Gemisch auf die Säule gegeben und für 1 min bei 14.000 
U/min zentrifugiert (Hettich MIKRO 200). Anschließend wurde 0,5 ml Puffer QG auf 
die Säule gegeben und erneut für 1 min zentrifugiert. Nach einem Waschschritt (0,75 
ml Puffer PE) wurde zum Trocknen der Säule ein weiterer Zentrifugationsschritt 
angeschlossen. Die Elution der DNA erfolgte durch Zugabe von 40 µl nukleasefreiem 
Wasser (Promega), kurzer Inkubation und Zentrifugation. Die Konzentration der 
gewonnenen DNA wurde photometrisch bestimmt. 
4.3.8 Gewinnung von Plasmid-DNA aus Bakterienklonen 
Zur schnellen Überprüfung von transformierten E. coli-Zellen wurde eine Mini-
Plasmidpräparation (1,5 ml Kulturvolumen) durchgeführt. Für die Präparation 
größerer Plasmidmengen (Maxiprep) wurde ein entsprechend größeres Kulturvolumen 
(400 ml) verwendet. 
4.3.8.1 Plasmid-Mini-Präparation 
Zur Mini-Plasmidpräparation wurde das peqGOLD Plasmid Miniprep Kit II (peQLab) 
eingesetzt. Dieses Kit basiert auf einer modifizierten alkalischen Lyse, kombiniert mit 
Zentrifugationssäulen, die eine feste Matrix zur Bindung der Plasmid-DNA enthalten. 
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Zunächst wurden je 1,5 ml LB-Medium mit Ampicillin mit der zu überprüfenden 
Kolonie angeimpft und über Nacht bei 37 °C im Schüttler inkubiert. Die Kultur wurde 
dann für 1 min bei 14.000 U/min in einer Tischzentrifuge (Hettich Mikro 200) 
pelletiert. Nach dem Verwerfen des Überstandes wurde die alkalische Lyse 
durchgeführt. Dazu wurde das Pellet in 500 µl der Lösung I/RNaseA resuspendiert, 
mit 500 µl Lösung II versetzt und zum Mischen invertiert. Die Neutralisierung des 
Lysates erfolgte durch Zugabe von 700 µl Lösung III und Mischen durch Invertieren. 
Das entstandene flockige Präzipitat wurde durch Zentrifugation bei 14.000 U/min 
pelletiert. Die im Lysat enthaltene DNA wurde durch mehrmaliges Laden und 
Zentrifugieren (1 min bei 14.000 U/min) an die DNA-Säulen gebunden und einmal 
mit 500 µl PW Plasmid Buffer sowie zweimal mit je 750 µl DNA Wash Buffer 
gewaschen. Um eventuell verbliebene Ethanolreste zu entfernen, wurde die 
Zentrifugensäule für 2 min bei 14.000 U/min durch Zentrifugation getrocknet. Zum 
Eluieren wurde die Säule in ein 1,5 ml-Zentrifugenröhrchen überführt und 50 µl 
nukleasefreies Wasser (Promega) direkt auf die Matrix pipettiert und für 1 min bei 
10.000 U/min zentrifugiert. Die gewonnene DNA wurde entweder durch 
Agarosegelelektrophorese oder direkte Sequenzierung überprüft. 
4.3.8.2 Plasmid-Maxi-Präparation 
Zur Maxi-Plasmidpräparation wurde das Kit NucleoBond PC 500 der Firma 
Macherey-Nagel verwendet. Auch dieses Verfahren beruht auf der alkalischen 
Zelllyse und der reversiblen Bindung von DNA an eine Anionenaustausch-Säule. Bei 
der Präparation wurde nach dem Herstellerprotokoll "High-copy plasmid purification" 
vorgegangen. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten, soweit nicht anders angegeben, 
mithilfe der Avanti J-25 (Beckman) und dem Rotor JA-14 (Beckman). 400 ml LB-
Medium (mit 50 µg/ml Ampicillin) beimpft mit einem E. coli-Klon wurden über Nacht 
bei 37 °C im Schüttler inkubiert. Zum Ernten wurde die Kulturflüssigkeit bei 6.000 g 
und 4 °C für 15 min zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 12 ml Puffer S1 + 
RNase A resuspendiert, mit 12 ml Puffer S2 durch Invertieren gemischt und für 3 min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe von 4 °C kaltem Puffer S3 fiel ein 
weißgeflocktes Präzipitat aus, das durch Zentrifugation bei 13.000 g und 4 °C für 40 
min pelletiert wurde. Der Überstand wurde mit einem mitgelieferten Faltfilter filtriert 
und das Filtrat auf die mit 6 ml Puffer N2 equilibrierte NucleoBond®AX500 Säule 
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geladen. Nach einem Waschschritt (32 ml Puffer N3) wurde die gebundene DNA mit 
15 ml Puffer N5 eluiert, mit 11 ml Isopropanol präzipitiert und für 45 min bei 9.500 g 
und 4 °C zentrifugiert. Das entstehende Pellet wurde durch Zugabe von 5 ml Ethanol 
(70 %) gewaschen und anschließend für 20 min bei 9.500 g bei Raumtemperatur 
abzentrifugiert. Die Plasmid-DNA wurde für mindestens 20 min bei Raumtemperatur 
getrocknet, und anschließend in 200 µl nukleasefreiem Wasser (Promega) 
resuspendiert. Die Konzentration wurde photometrisch am Nanodrop 2000 (Thermo 
Scientific) bestimmt und die Identität der gewonnenen DNA per Sequenzierung 
validiert. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C. 
4.3.9 Sequenzanalyse 
Zur Überprüfung von klonierten DNA-Fragmenten und zur Sequenzaufklärung wurde 
die DNA-Sequenzierungsmethode nach Sanger verwendet. Das in dieser Arbeit 
verwendete System GenomeLab GeXP (Beckman Coulter) beruht auf der Detektion 
von fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleosidtriphosphaten (ddNTPs). Die 
Auftrennung der Sequenzierungsansätze erfolgt mittels Kapillarelektrophorese. Alle 
Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von Beckman Coulter bezogen. 
Pro Reaktionsansatz wurden 75 fmol (Plasmide) oder 50 fmol (gereinigte PCR 
Produkte), 5 pmol Primer und 4 µl DTCS Quick Start Master Mix eingesetzt. Der 
Reaktionsansatz wurde mit nukleasefreiem Wasser (Promega) auf 20 µl aufgefüllt.  
Folgende Bedingungen wurden im Thermocycler verwendet: 
 
Temperatur Dauer Anzahl der 
Durchläufe 
Hinweis 
68 °C 5 min 1  Nur bei Plasmidsequenzierung 
verwendet 95 °C 1 min 
96 °C 20 sec 30 – 35   
50 °C 20 sec  
60 °C 4 min  
4 °C ∞   
 
Zur Aufreinigung nach der Sequenzierungsreaktion wurde das auf magnetischer 
Separation beruhende System CleanSEQ (Agencourt) verwendet. Zu jeder Probe 
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wurden 10 µl CleanSEQ-beads und 62 µl Ethanol (85%) hinzugefügt. Die Proben 
wurden zur Abtrennung der paramagnetischen Beads für 3 min in einer 
Ringmagnetplatte platziert. Nach der vollständigen Entfernung der Flüssigkeit wurde 
mit 100 µl Ethanol (85 %) für 30 s gewaschen. Nach erneutem vollständigem 
Entfernen der Flüssigkeit wurden die Proben aus dem Magnetfeld entfernt und mit 40 
µl Sample Loading Solution versetzt. Zum Ablösen der an die beads gebundenen 
DNA-Proben wurden diese in der Sample Loading Solution resuspendiert. Vor dem 
Beladen des GenomeLab GeXP wurden die beads auf dem Boden der Probenröhrchen 
präzipitiert, und die Proben mit einem Tropfen Mineralöl bedeckt. Die Sequenzierung 
erfolgte am GenomeLab GeXP mit je nach Bedarf angepasstem 
Sequenzierungsprogramm. Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mithilfe 
des Programms BioEdit Version 7.0.0 
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). 
4.4 Proteinchemische Verfahren: Proteinnachweis mittels 
Immunoblotting 
4.4.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten 
Für die hier beschriebenen Experimente wurden jeweils zwei konfluent mit ST14A-
Zellen bewachsene Zellkulturflaschen (75 cm2) pro Ansatz verwendet. Nachdem das 
Medium abgezogen wurde, wurden die Zellen mit raumtemperiertem PBS gewaschen. 
Der Überstand wurde verworfen und die Flasche kurz auf Eis gestellt. Anschließend 
wurden 500 µl Lysepuffer dazugegeben [1% (v/v) Triton X-100 in  PBS mit Protease-
Inhibitoren (complete Mini, Roche)], und für 5 min auf Eis inkubiert. Dabei wurde 
mehrmals der Lysepuffer mit einem Schaber gleichmäßig verteilt. Das Lysat wurde 
abgenommen und für 20 min bei 4 °C geschüttelt. Um Zelltrümmer zu entfernen, 
wurde das Lysat für 20 min bei 14000 U/min und 4 °C abzentrifugiert. 
4.4.2 Immunpräzipitation 
Die Immunpräzipitation wurde zur spezifischen Anreicherung von Proteinen aus 
komplexen Proteingemischen, z. B. aus Zellkulturlysaten, verwendet. Darüber hinaus 
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war diese Methode auch die Grundlage für den Nachweis von Protein-Protein-
Interaktionen. 
Pro Ansatz wurden 2 µg Primärantikörper eingesetzt, das Lysat-Antikörper-Gemisch 
wurde für 2 Stunden bei 4 °C rotierend inkubiert.  
Die Abtrennung der Antikörper-Antigen-Komplexe erfolgte mit Hilfe von mit Protein 
A/G beschichteten magnetischen beads. Diese wurden mit Lysepuffer (s.o.) 
gewaschen und pro Ansatz (max. 500 µl) 25 µl Protein A/G beads (in Abhängigkeit 
vom Primärantikörper) dazu gegeben und für 1 h bei 4 °C inkubiert. Nach 
Positionierung im magnetischen Feld (ca. 30 sec) wurde der Überstand abgenommen 
und das Präzipitat dreimal mit 200 µl Lysepuffer gewaschen. Abschließend wurde das 
Präzipitat mit 30 µl 2fach Laemmli-Puffer resuspendiert und für 5 min bei 70 °C 
erhitzt. Vor dem Auftragen wurden die magnetischen beads im magnetischen Feld von 
der Probe separiert. 
4.4.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von 
Proteingemischen. Mit einem anschließenden Blotting-Verfahren ist eine qualitative 
Analyse der Proteine möglich. 
Die Trenngele hatten je nach Molekulargewicht der zu trennenden Proteine 
unterschiedliche Polyacrylamidkonzentrationen zwischen 6 und 10 %. 
 
Tabelle 4 Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele für SDS-PAGE 
Polyacrylamidgele Trenngele Sammelgel 
 10 % 8 % 6 %  
H2Odest 16,3 ml 17,8 ml 19,6 ml 5,08 ml 
Acrylamidstammlösung 
(40 %) 
8,25 ml 6,7 ml  4,95 ml 1 ml 
Trenn- bzw. 
Sammelgelpuffer 
8,25 ml 8,25 ml 8,25 ml 2,08 ml 
TEMED 17 µl 17 µl 17 µl 8,35 µl 
APS 200 µl 200 µl 200 µl 29,2 µl 
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Tabelle 5 Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgelpuffer für SDS-PAGE 
 Trenngelpuffer (pH = 8,8) Sammelgelpuffer (pH = 6,8) 
TRIS 36,33 g 6,06 g 
SDS 0,8 g 0,4 g 
H2Odest ad 200 ml ad 100 ml 
 
Unmittelbar vor Gießen des Gels wurden TEMED und APS zugegeben.  
 
Tabelle 6 Zusammensetzung des Elektrophoresepuffers für SDS-PAGE 
1 x Elektrophoresepuffer (pH = 8,3) 
TRIS 3,03 g 
Glycin 14,1 g 
SDS 1 g 
H2Odest ad 1000 ml 
 
Als Ladepuffer für die Proben wurde Laemmli-Puffer (Biorad) verwendet, wobei die 
Proben 1:1 (v/v) mit Laemmli-Ladepuffer versetzt wurden. Die Auftrennung der 
Proben erfolgte bei 35 mA pro Gel über 4 Stunden oder bei 4 mA pro Gel über Nacht. 
4.4.4 Blotting 
Um eine Analyse der Proteine zu ermöglichen, wurden diese mit einem 
Tankblotsystem auf eine Trägermembran transferiert. Als Trägermembran wurde 
PVDF-Membran (Polyscreen®) verwendet, die vor dem Transfer 1 min in Methanol 
und 5 min in H2Obidest hydratisiert und in Transferpuffer überführt wurde. 
 
Tabelle 7 Zusammensetzung des Transferpuffers zum Übertragen der mittels SDS-PAGE aufgetrennten 
Proteine auf eine PVDF-Membran 
Transferpuffer  
TRIS 24,2 g 
Glycin 115,2 g 
Methanol 800 ml 
H2Obidest ad 8000 ml 
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Der Proteintransfer erfolgte für 4 Stunden bei 400 mA, oder bei 200 mA über Nacht. 
4.4.5 Immunreaktionen 
Um freie Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren, wurden die Membranen für 
1 Stunde bei Raumtemperatur in einer Blocklösung inkubiert [0,1% (v/v) Tween 20 in 
PBS + 4 % BSA (w/v)]. Anschließend wurde die Membran für 1h bei Raumtemperatur 
oder bei 4 °C über Nacht bei leichtem Schütteln dem primären Antikörper exponiert. 
Nach Waschen der Membran [6 x 5 min mit 0,1% (v/v) Tween 20 in PBS] erfolgte die 
Inkubation (1 Stunde bei Raumtemperatur) mit dem sekundären, Peroxidase-
gekoppelten Antikörper. Anschließend wurde die Membran erneut gewaschen [6 x 5 
min mit 0,1 % (v/v) Tween 20 in PBS]. 
4.4.6 Detektion mittels enhanced chemiluminescence (ECL) 
Die Detektion der geblotteten Proteine erfolgte mittels Chemilumineszenz (ECL Plus-
Reagenz, Amersham). Dazu wurde die Membran gleichmäßig mit Detektionslösung 
benetzt, und mit einem Röntgenfilm (Curix HT1000G Plus, Agfa) in einer 
Dunkelkammer exponiert. Die Entwicklung des Röntgenfilmes erfolgte im Curix 60 
von Agfa.  
4.5 Datenverarbeitung und verwendete Programme 
Die Datenerfassung und Vorauswertung sowie die Erstellung der Arbeit einschließlich 
Text, Tabellen und Grafikeinbettung erfolgte mittels Microsoft Office 2010. Die 
grafische Darstellung der statistischen Auswertung der Reportergenassays wurde 
dabei mittels graphpad prism 5.0 realisiert. Als Literaturverwaltungsprogramm und 
Zitierhilfe wurde Citavi Version 5 und 6 verwendet. 
Hinsichtlich Formatierungs- und Layoutvorgaben wurden im Wesentlichen die 
Empfehlungen von Karmasin und Ribing (2014) umgesetzt.  
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5 Ergebnisse 
5.1 Induktion des Grid1-Gens durch EPO und Hypoxie 
5.1.1 EPO-abhängige Induktion von Grid1 in Zelllinien aus verschiedenen 
Spezies  
Zunächst wurde aus verschiedenen Zelllinien und dem Cortex der Ratte bzw. der Maus 
RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Diese cDNA diente in anschließenden 
PCR-Versuchen zum Nachweis der Grid1-Expression. In Abbildung 10 wird deutlich, 
dass Grid1 nur in einem Teil der verwendeten Zelllinien exprimiert wird. Als 
Positivkontrolle wurde Cortexgewebe von Maus und Ratte verwendet, die Integrität 
der RNA/cDNA wurde durch Amplifikation der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase-cDNA überprüft. 
 
   
 
 
 
Grid1 
578bp 
 
 
 
 
GAPDH 
292bp 
 J2E Ba/F3 PC12 MG  ST14A HEK293 Cortex Cortex  
 Maus Maus Ratte   Ratte Mensch Ratte Maus  
  +    -   +    -   +   -    +   -   +   -   +    -   +   - RT 
 
Abbildung 10 Expression von Grid1 in Zelllinien und Geweben verschiedener Spezies 
Für die Analyse der ligandabhängigen Induktion von Grid1 wurde die Zelllinie 
HEK293 ausgewählt. Von dieser humanen Zelllinie lagen neben den parentalen Zellen 
Zellklone vor, die den Ratten-Erythropoetin-Rezeptor bzw. einen Hybridrezeptor aus 
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dem Humanen EGF-Rezeptor und dem Erythropoetin-Rezeptor stabil exprimieren und 
durch EPO bzw. EGF stimulierbar sind. Nach der Stimulation durch Cytokine wurde 
RNA isoliert und daraus generierte cDNA mittels PCR auf Veränderungen in der 
Expression von Grid1 untersucht. In Abbildung 11 wird ersichtlich, dass die 
Aktivierung beider Rezeptortypen schon nach ca. 30 Minuten zu einer Induktion des 
Grid1-Gens führt, während in den parentalen HEK293-Zellen eine schwache 
konstitutive Expression zu verzeichnen ist. Zu Kontrollzwecken wurde auch hier das 
housekeeping-Gen GAPDH analysiert. 
 
Parentale HEK293 HEK293_EGF/EPOR HEK293_EPOR  
0 5 15 30 60 0 5 15 30 60 0 5 15 30 60 min 
EGF EGF EPO  
 
Grid1 
578 bp 
 
 
GAPDH 
303 bp 
 
Abbildung 11 EPOR-abhängige Induktion von Grid1 in parentalen, EGF/EPOR- und rEPOR-HEK293-
Zellklonen 
5.1.2 Induktion von Grid1 durch Hypoxie in HEK293-Zellen  
Das oben beschriebene Zellsystem wurde ebenfalls verwendet, um den Einfluss einer 
sinkenden Sauerstoffkonzentration auf die Expression des Grid1-Gens zu untersuchen. 
Dazu wurden Zellen in einem speziellen Brutschrank für 12 Stunden hypoxischen 
Bedingungen ausgesetzt und anschließend RNA isoliert. Die in Abbildung 12 
dargestellten Ergebnisse zeigen, dass bereits nach vier Stunden ein Anstieg der Grid1-
Expression nachweisbar ist. 
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Abbildung 12 Hypoxie-abhängige Induktion von Grid1 in HEK293-Zellen 
5.2 Analyse der Grid1-Induktion auf Transkriptionsebene 
5.2.1 Klonierung des Grid1-Promotors der Ratte aus genomischer DNA 
Um die im Abschnitt 5.1. beschriebene Induktion des Grid1-Gens durch EPO näher zu 
charakterisieren, wurde die Klonierung von regulatorischen Abschnitten des Gens im 
5’-Bereich der kodierenden Sequenz aus genomischer DNA angestrebt. Dazu wurde 
genomische DNA aus Rattenblut extrahiert und als Zielmolekül für die Amplifikation 
relevanter Sequenzen verwendet. Bei der Analyse von Datenbanken wurde deutlich, 
dass die Sequenz im 5’-Bereich des Grid1-Gens bei der Ratte nur teilweise bekannt 
ist. Insbesondere fehlte bei den zugänglichen Datenbankeinträgen ein 
Sequenzabschnitt unbekannter Größe oberhalb des kodierenden Bereichs (siehe 
Abbildung 13).  
Um den Promotorbereich zu amplifizieren, wurden mit dem Programm „Primerblast“ 
verschiedene PCR-Primer abgeleitet, die einerseits im kodierenden 5’-Bereich des 
Grid1-Gens positioniert wurden und andererseits die unbekannte Sequenz im 
regulatorischen Bereich flankierten. 
Wie aus Abbildung 13 deutlich wird, wurden zwei sich überlappende Fragmente der 
Promotorregion amplifiziert, von denen Fragment 1 eine bisher in den Datenbanken 
nicht vorhandene Teilsequenz enthielt. Nach Klonierung der PCR-Produkte in den 
Vektor pCR2.1-TOPO wurden beide Fragmente sequenziert. Für das Fragment 1 ergab 
sich nach der Sequenzanalyse ein Insert von 226 Basenpaaren im Bereich der bis dahin 
unbekannten Struktur (siehe 8.1). Zur weiteren Verwendung wurden beide Fragmente 
Grid1 
578bp 
GAPDH 
303bp 
Hypoxie (h)   0      4       12      0         4       12 
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unter Nutzung einer im überlappenden Bereich lokalisierten Restriktionsschnittstelle 
(AflII) ligiert und in Reportergenvektoren subkloniert. 
 
 
Abbildung 13 Schematische Darstellung der genomischen Organisation der Promotorregion des Grid1-
Gens: angegeben sind die Positionen der PCR-Primer, des Startcodons und der Lokalisation der bisher in 
Datenbanken nicht verfügbaren Sequenz 
5.2.2 Herstellung von Reportergenkonstrukten 
Um das regulatorische Potenzial der klonierten Sequenzen des Grid1-Gens zu 
analysieren, wurden die entsprechenden Abschnitte aus dem Vektor pCR2.1-TOPO 
(siehe 5.2.1) isoliert und in den Reportervektor pGL3-basic eingefügt. Zu diesem 
Zweck waren bereits die oben (Abbildung 13) genannten PCR-Primer während ihrer 
Synthese mit Restriktionsschnittstellen (KpnI bzw. XhoI) versehen worden. Diese 
Schnittstellen, sowie die bereits erwähnte AflII-Schnittstelle wurden genutzt, um die 
Fragmente gemeinsam in den pGL3-basic-Vektor zu ligieren (Abbildung 14). Der 
Vektor selbst enthält keine eucaryotischen Promotor- oder Enhancer-Sequenzen, die 
Expression des Luciferasegens wird ausschließlich durch das Potential des inserierten 
Promotorfragments reguliert. Nach Herstellung des Konstruktes wurden E. coli 
transformiert, die Plasmid-DNA präpariert und durch Sequenzierung verifiziert. 
NNNNNNNNNNNN ATG 
Grid1 codierende Sequenz 
7183 7231 7661 
Primer 7  
7253  - 7272 7662  - 7681 
Primer 5 
6945  – 6964 
Primer 6  
7473  - 7442 
Fragment1 
Primer 8  
Fragment2 
Grid1 Promoterregion 
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Abbildung 14 Herstellung eines Reportergenkonstruktes mit der putativen regulatorischen Sequenz des 
Grid1-Promotors (pGL3-913) 
5.2.3 EPO-abhängige Induktion des Grid1-Promotors nach transienter 
Transfektion von Ba/F3-Zellen  
Zur Analyse des Grid1-Promotors wurde ein Subklon der Pro-B-Zelllinie Ba/F3 
verwendet. Die Zellen zeichnen sich durch eine stabile Überexpression des EPO-
Rezeptors aus und werden deshalb häufig zur Untersuchung EPO-abhängiger 
Ereignisse eingesetzt. Nach vorübergehendem Wachstumsfaktorentzug und 
transienter Transfektion von Ba/F3-EPOR-Zellen mit dem Reportergenkonstrukt 
pGL3-913 (Abbildung 14) wurden die Zellen mit IL-3 oder EPO stimuliert und nach 
jeweils vier Stunden die Aktivität des Grid1-Promotors in Reportergenassays 
bestimmt. Die Wirkung von IL-3 wurde hier vergleichend untersucht, da dieser Faktor 
essentiell für das Wachstum der Zellen ist und ähnliche Signalereignisse auslöst wie 
EPO. Beide Cytokine zeigen eine deutliche Induktion des Grid1-Promotors 
(Abbildung 15). Um unspezifische Ereignisse auszuschließen, wurden parallel auch 
Transfektionen mit dem Leervektor ausgeführt, bei denen keine Induktion 
nachweisbar war.  
 
KpnI AflII 
Grid1-Promotor 
913bp 
XhoI AflII 
Luciferasegen 
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Abbildung 15 Cytokinabhängige Induktion von Reportergenkonstrukten nach transienter Transfektion 
von Ba/F3_EPOR-Zellen 
Weitere Untersuchungen mit unterschiedlichen EPO-Mengen zeigen eine klare 
Dosisabhängigkeit der Promotorinduktion (Abbildung 16). Die verwendeten EPO-
Dosen liegen in einem Bereich, der beim Menschen physiologisch ist. In den folgenden 
Experimenten wurde eine EPO-Konzentration von 10 U/ml gewählt. 
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Abbildung 16 Konzentrationsabhängige Stimulation des Grid1-Promotors durch EPO 
5.2.4 Analyse von an der Grid1- Induktion beteiligten Signalwegen  
Zur weiteren Aufklärung der EPO-abhängigen Induktion des Grid1-Promotors wurden 
Reportergenassays durchgeführt, in denen sowohl im EPO-Signaltransfer funktionell 
involvierte Kinasen transient überexprimiert, als auch Signalweg-spezifische 
Inhibitoren eingesetzt wurden.  
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5.2.4.1 Einfluss der Überexpression von Tyrosinkinasen (JAK2, Lyn) 
Um den Effekt der an der Genaktivierung durch EPO beteiligten Proteinkinasen JAK2 
und Lyn auf die Induktion des Grid1-Promotors abzuklären, wurden Kotransfektionen 
mit Wildtyp cDNA (WT_JAK2, bzw. WT_Lyn) und dominant negativen Mutanten 
(DN_JAK2, bzw. DN_Lyn) durchgeführt. Die Überexpression des entsprechenden 
Proteins führt potentiell zu einer Verstärkung oder Abschwächung des EPO-
abhängigen Signals und damit der Promotoraktivität. Die vorliegenden Ergebnisse 
(Abbildung 17) sprechen klar für eine Beteiligung der JAK2-Tyrosinkinase. Im 
Vergleich zur Kontrolltransfektion mit einem Leerplasmid (pcDNA3.1) ist mit der 
Wildtyp-cDNA eine Zunahme der Induktion, mit dem dominant negativen Konstrukt 
jedoch eine deutliche Abnahme der Promotoraktivität zu sehen. 
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Abbildung 17 Einfluss der Überexpression von JAK2-cDNA-Konstrukten auf die EPO-abhängige 
Induktion des Grid1-Promotors 
Daneben wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, den Einfluss der Lyn-
Proteinkinase-abhängigen Signalwege auf die Induktion des Grid1-Promotors zu 
zeigen. Auch dabei konnte eine Verstärkung durch die Wildtyp-cDNA und eine 
Abschwächung durch das dominant negative Konstrukt gefunden werden (Abbildung 
18), sodass ebenfalls von einer Beteiligung der Lyn-Proteinkinase auszugehen ist. 
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Abbildung 18 Einfluss der Überexpression von Lyn-cDNA-Konstrukten auf die EPO-abhängige Induktion 
des Grid1-Promotors 
5.2.4.2 Einfluss von signalwegspezifischen Inhibitoren auf die EPO-abhängige 
Grid1-Promotoraktivierung 
Zur Bestätigung der Kotransfektionsergebnisse und zur Analyse der distal beteiligten 
Signalwege wurden signalwegspezifische Inhibitoren eingesetzt. 
Unter Zugabe von spezifischen Inhibitoren von Proteinkinasen ist potentiell eine 
Abschwächung des EPO-abhängigen Signals zu erwarten. Bei einer Beteiligung des 
jeweiligen Signalweges zeigt sich eine verringerte Promotoraktivierung. 
 
Bei dem eingesetzten Inhibitor für JAK2 AG-490 war eine dosisabhängige Reduktion 
der Promotoraktivierung nachweisbar (Abbildung 19), JAK2 ist somit eine wesentlich 
an der Induktion von Grid1 beteiligte Proteinkinase. 
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Abbildung 19 Dosisabhängige Hemmung der Grid1-Promotoraktivierung durch den JAK2-Inhibitor AG-
490 
Für den MAP-Kinase-Signalweg spezifische Inhibitoren (MEK1/2: PD 98059, und 
p38-MAP-Kinase: SB203580) lösen jeweils eine dosisabhängige Reduktion der 
Promotoraktivierung aus (Abbildung 20, Abbildung 21). Dabei zeigen sich bei Einsatz 
des MEK1/2-Inhibitors ausgeprägte Effekte, welche gerade in hohen Konzentrationen 
(50µM) auch aufgrund der allgemeinen Suppression des zellulären Stoffwechsels zu 
Stande kommen (vergleiche pGL3-basic PD98059 50 µM in Abbildung 20). Bei 
mittleren Konzentrationen des Inhibitors ist jedoch keine Beeinflussung des zellulären 
Stoffwechsels feststellbar, aber eine anhaltende Abschwächung der EPO-abhängigen 
Induktion des Grid1-Promotors (vergleiche PD98059 10 µM bei pGL3-basic und 
pGL3-913 in Abbildung 20).  
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Abbildung 20 Dosisabhängige Hemmung der Grid1-Promotoraktivierung durch den MEK1/2-Inhibitor 
PD 98059 
Bei Verwendung des p38-MAP-Kinase-Inhibitors SB203580 (Abbildung 21) zeigt 
sich auch bei hohen Konzentrationen kein Einfluss auf den zellulären Stoffwechsel 
(vergleiche pGL3-basic SB203580 1µM Abbildung 21), und ein im Vergleich zum 
MEK1/2-Inhibitor PD 98059 geringerer Einfluss auf die EPO-abhängige Grid1-
Induktion. Somit lässt sich vermuten, dass der raf-MEK1/2-ERK1/2-Signalweg 
stärker an der EPO-abhängigen Grid1-Induktion beteiligt ist als der p38-MAP-Kinase-
Signalweg.  
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Abbildung 21 Dosisabhängige Hemmung der Grid1-Promotoraktivierung durch den p38-MAPKinase-
Inhibitor SB203580 
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Ebenso konnte bei dem PI3-Kinase Inhibitor Ly294002 eine Hemmung der 
Promotoraktivierung festgestellt werden (Abbildung 22). Die Hemmung der PI3K als 
proximaler Teil weiterer Signalkaskaden geht auch mit einer deutlichen Hemmung der 
EPO-abhängigen Grid1-Induktion einher. Schlussfolgernd ist von einer Beteiligung an 
der PI3K an der Grid1-Promotor-Induktion auszugehen. 
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Abbildung 22 Dosisabhängige Hemmung der Grid1-Promotoraktivierung durch den PI3-Kinase-Inhibitor 
Ly294002 
Die Untersuchung zum Einfluss der Proteinkinase A (PKA) mittels PKA-Inhibitors H-
89 bewies einen eher untergeordneten Effekt der PKA in der EPO-abhängigen Grid1-
Promotoraktivierung (Abbildung 23). 
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Abbildung 23 Dosisabhängige Hemmung der Grid1-Promotoraktivierung durch den PKA-Inhibitor H-89 
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5.3 Regulation der GluD1-Phosphorylierung durch EPO  
5.3.1 Klonierung und Überexpression der Grid1-cDNA  
Für die Analyse der Folgen einer Überexpression von Grid1 ist die Klonierung der 
entsprechenden cDNA eine Grundvoraussetzung. Dazu wurde zunächst aus dem 
Cortex einer Ratte RNA präpariert und in cDNA umgeschrieben. Aus der cDNA 
wurden dann durch PCR zwei Teilsequenzen (Fragment1: 2028 bp; Fragment2: 1211 
bp) amplifiziert, die zusammen den kompletten kodierenden Bereich des Grid1-Gens 
abdecken (siehe Abbildung 24). Für die spätere Klonierung der Fragmente in einen 
Expressionsvektor wurden an die Primer 1 und 4 bei der Synthese kurze Sequenzen 
angefügt, die Schnittstellen für die Restriktionsenzyme KpnI bzw. XhoI enthielten. 
Zunächst wurden die beiden PCR-Produkte jedoch in den Vektor pCR2.1-TOPO 
kloniert und durch Sequenzierung verifiziert. 
 
 
Abbildung 24 Amplifikation der kodierenden Sequenz des Grid1-Gens aus cDNA durch PCR 
Anschließend wurden die beiden Fragmente durch Spaltung mit den 
Restriktionsenzymen KpnI/PvuII bzw. PvuII/XhoI präpariert und gemeinsam in den 
Expressionsvektor pcDNA3.1(+) ligiert (Abbildung 25). Das resultierende Plasmid 
pcDNA3.1(+)-Grid1 wurde durch Sequenzierung überprüft und anschließend für 
Transfektionsexperimente eingesetzt. 
 
ATG 
Grid1 codierende 
Sequenz 
140 
49 – 67   
Primer1 
Fragment1  
(2028bp) 
Fragment2 
(1211bp) 
Stop Start 
TGA 
3167 
PvuII 
2044 
Primer2 
Primer3 Primer4 
2052 – 2077   
2010 - 2031  3195 – 3221  
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Abbildung 25 Herstellung eines Expressionsplasmids zur Überexpression von Grid1 
Die Funktion des Konstrukts wurde geprüft, indem das Plasmid durch Elektroporation 
in HEK293_rEPOR-Zellen eingebracht und die Expression des GluD1-Proteins in 
Zelllysaten durch Immunoblots nachgewiesen wurde. In Abbildung 26 wird deutlich, 
dass in transfizierten Zellen das GluD1-Protein mit einem spezifischen Antikörper 
nachweisbar ist. Als Positivkontrolle wurde ein Proteinlysat aus dem Cortex der Ratte 
verwendet, als Negativkontrolle dienten COS-Zellen, die mit dem Leervektor 
pcDNA3.1(+) transfiziert waren. 
 
 
Abbildung 26 Transiente Expression von rGluD1 in HEK293_rEPOR-Zellen 
KpnI PvuII
Grid1-cDNA
XhoIPvuII
2028bp 1211bp
150  kDa 
100  kDa 
75  kDa 
pcDNA3.1(+) 
rGluD1 6h 
rGluD1 24h 
rCortex 
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5.3.2 EPO-abhängige Tyrosin-Phosphorylierung des GluD1-Proteins nach 
Überexpression  
Im vorhergehenden Abschnitt wurde gezeigt, dass 24 Stunden nach Transfektion von 
HEK293_rEPOR-Zellen mit dem pcDNA3.1(+)-rGrid1-Konstrukt eine deutliche 
Expression des rGluD1-Proteins nachweisbar ist. Die verwendeten Zellen zeichnen 
sich durch eine stabile Expression des Ratten-EPO-Rezeptors aus. Aus 
Voruntersuchungen ist bekannt, dass der Rezeptor nach Stimulation mit EPO 
entsprechende Signale generiert. Nach Gewinnung von Immunpräzipitaten aus EPO-
stimulierten bzw. unstimulierten Zellen konnte durch einen Immunoblot gezeigt 
werden, dass die Tyrosinphosphorylierung des GluD1-Proteins EPO-abhängig 
verstärkt wird (Abbildung 27). Um eine ungleichmäßige Beladung auszuschließen 
wurde die Membran danach mit einem GluD1-Antikörper untersucht (Abbildung 27: 
unterer Teil).  
 
Abbildung 27 GluD1 wird nach EPO-Stimulation an Tyrosinresten phosphoryliert 
5.4 Physische Assoziation von GluD1 mit ionotropen 
Glutamatrezeptoren 
Eine Assoziation des GluD1-Proteins mit anderen ionotropen Ionenkanälen ist noch 
weitgehend unklar. Es wurde deshalb versucht, durch 
Koimmunopräzipitationsexperimente Informationen über mögliche Bindungspartner 
zu gewinnen. Die Versuche wurden mit ST14A-Zellen, einer Zelllinie mit 
WB: PTyr 
EPO (1h) +        - 
100 kDa 
75 kDa  
100 kDa 
IP: GluD1 
IP: GluD1 
WB: GluD1 
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Eigenschaften neuraler Vorläuferzellen, durchgeführt. Diese Zellen zeigen eine 
schwache endogene Expression des EPO-Rezeptors. Die hier gezeigten Daten wurden 
mit einem Subklon (ST14A_rEPOR) erarbeitet, der nach Transfektion mit einer cDNA 
für den Ratten-EPOR eine Überexpression des Proteins im Vergleich zu den 
parentalen Zellen zeigt (Abbildung 28a und b).  
 
 
Abbildung 28 Die cDNA für den Ratten-EPOR wurde in den Expressionsvektor pSelect-puro-mcs kloniert 
(a) und nach Elektroporation und Puromycinselektion stabil in ST14A-Zellen exprimiert (b). 
Für den Nachweis kopräzipitierter Proteine wurden aus EPO-stimulierten Zellen bzw. 
Kontrollzellen Immunpräzipitate mit einem GluD1-Antikörper hergestellt und durch 
Immunoblotting analysiert (Abbildung 29). Dabei wurde zunächst gezeigt, dass das 
GluD1-Protein erfolgreich präzipitiert werden konnte (Abbildung 29 oberer Teil).  
 
SalI 
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Abbildung 29 Der ionotrope Glutamatrezeptor NR2A ist in GluD1-Immunpräzipitaten nachweisbar (IP: 
Immunpräzipitation, WB: Western Blot) 
Ein anschließender Western Blot mit einem für die Rezeptoruntereinheit NR2A 
spezifischen Antikörper macht eine Kopräzipitation dieses Proteins mit GluD1 
deutlich und zeigt darüber hinaus eine zunehmende Präsenz von NR2A nach EPO-
Stimulation (Abbildung 29 unterer Teil).  
  
EPO (1h) +          - 
WB: NR2A 
150  kDa 
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IP: GluD1 
WB: GluD1 
IP: GluD1 
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6 Diskussion 
Grid1 wird EPO-abhängig induziert 
 
Erythropoetin hat multiple Effekte auf Zellen des Zentralnervensystems (Abschnitt 
2.3), die bisher nur zum Teil molekular erklärbar sind. In der vorliegenden Arbeit 
wurde der Einfluss von EPO auf die Regulation von Grid1, ein funktionell im ZNS 
lokalisiertes Zielgen, untersucht. Die bereits aus publizierten Daten der Arbeitsgruppe 
bekannte EPO-abhängige Induktion von Grid1-mRNA in murinen Ba/F3-Zellen 
(Büchse et al. 2006) konnte in dieser Arbeit reproduziert werden. 
Darüber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass dieses Phänomen nicht nur in 
murinen Zellen, sondern auch in humanen Zellen (HEK293) zu beobachten ist. Grid1 
wird allerdings keinesfalls ubiquitär exprimiert und ist auch nicht in allen Zellen mit 
neuronaler Charakteristik nachweisbar.  
In der Literatur gibt es nur wenige Hinweise auf eine EPO-abhängige Regulation der 
Grid-Gene. Während Grid2 in CD34+-erythroiden Progenitorzellen (Sivertsen et al., 
(2006) und oligodendrozytären Vorläuferzellen (Gyetvai et al. 2017) durch EPO 
induziert wird, bleibt die Grid1-Expression konstant. 
Eine Untersuchung der Geninduktion durch carbamyliertes EPO (CEPO, ein nicht-
hämatopoetisches Erythropoetin-Derivat) in neuronalen Zellen (PC-12) mit Hilfe von 
Microarrays (Tiwari et al. (2019) zeigt ebenfalls einen Einfluss auf die Grid2-
Expression. 
 
Hypoxie verstärkt die Grid1-Expression  
 
Auch durch Hypoxie konnte eine Induktion des Grid1-Gens hervorgerufen werden. 
Sehr wahrscheinlich wird im verwendeten Zellmodell durch Hypoxie EPO gebildet, 
welches dann autokrin den EPOR stimuliert. Die zeitliche Verzögerung im Vergleich 
zur direkten Stimulation mit EPO spricht für diese Hypothese. Die verwendeten 
HEK293-Zellen wurden von verschiedenen Autoren als Modell für das Studium EPO-
abhängiger oder hypoxischer Effekte benutzt (Salah-Hussiesy et al. 2018; Song et al. 
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2015; Miller et al. 2015; Hsu et al. 2013; Chattong et al. 2013; Volbracht et al. 2009; 
Kirkeby et al. 2007; Zhao et al. 2007; Montoye et al. 2005). 
Im ZNS ist in verschiedenen Spezies eine auto-/parakrine Sekretion von EPO 
beschrieben worden (Dame et al. 2001). Die nachweisbare EPO-Konzentration im 
menschlichen ZNS wird unter physiologischen Gegebenheiten am ehesten durch 
lokale Produktion, also Produktion im ZNS selbst, erklärt. 
In mehreren Untersuchungen konnte bei intakter Blut-Hirn-Schranke keine 
Korrelation der Konzentration von Serum-EPO mit Liquor-EPO gefunden werden 
(Juul et al. 1997; Marti et al. 1997). Jedoch korreliert die Liquor-EPO-Konzentration 
mit dem Ausmaß einer Schrankenfunktionstörung (Marti et al. 1997). Bei intakter 
Blut-Hirn-Schranke konnte ebenfalls kein Anstieg der Liquor-EPO-Konzentration 
nach rhEPO-Gabe nachgewiesen werden (Buemi et al. 2000; Juul et al. 1999a). In den 
genannten Arbeiten wurde aber andererseits wiederholt betont, dass gerade bei 
generalisierter Hypoxie oder fokalen Minderversorgungen des Gehirns (z. B. bei 
Blutungen oder ZNS-Trauma) eine Erhöhung der Liquor-EPO-Konzentrationen 
festgestellt werden kann, sodass daraus eine autochthone, hypoxieinduzierte EPO-
Produktion des Gehirns abgeleitet werden kann. 
Unter experimentellen Bedingungen konnte eine Produktion von EPO durch 
Astrozyten nachgewiesen werden (Masuda et al. 1994; Masuda et al. 1997). Dabei 
zeigte das durch Astrozyten produzierte EPO eine höhere biologische Aktivität als das 
aus Serum gewonnene (Masuda et al. 1994).  
In einer aktuellen Arbeit von Calvo-Anguiano et al. (2018) wurden 
Genexpressionprofile in zwei verschiedenen Hypoxiemodellen untersucht. Die 
Ergebnisse zeigen eine Induktion der Gene für EPO und HIF1α (Trans-aktivierendes 
Protein der EPO-Genexpression) in beiden Hypoxiemodellen.  
Dai et al. (2017) vermuten, dass HIF-1α - induzierte Genprodukte  (z. B. VEGF, IGF-
1 und EPO) neuroprotektive Mechanismen fördern, und fanden eine vermehrte GluR2-
Expression nach Verabreichung dieser Wachstumsfaktoren. GluR2 ist essentiell für 
das neuronale Überleben, verminderte GluR2 Expression führt zu neuronaler Toxizität 
(Umeda et al. 2016). Die Expression des GluD1-Proteins wurde in der vorliegenden 
Arbeit nicht explizit untersucht. 
Wie bereits erwähnt, werden durch Hypoxie, den Schlüsselreiz der EPO-Bildung, 
neuroprotektive Mechanismen induziert. Die Vermutung liegt nahe, dass EPO selbst, 
zumindest zum Teil, funktionell in die Aktivierung dieser Mechanismen involviert ist. 
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Zahlreiche Arbeiten zeigen, dass EPO oder nicht-hämatopoetische EPO-Derivate 
neuroprotektive Effekte in verschiedenen klinischen und experimentellen Szenarien 
vermitteln. Dazu zählen:  
- Hypoxie/Ischämie-Modelle (Sakanaka et al. 1998; Bernaudin et al. 1999; Sirén et 
al. 2001; Juul 2002; Yamasaki et al. 2005; Byts und Siren 2009; Xu et al. 2009; 
McPherson und Juul 2010; Hsu et al. 2013; Juul und Pet 2015; Li et al. 2017a; 
Mallet und Ryou 2017; Yoo et al. 2017; Bircher und Dukhovny 2018; Fernando 
et al. 2018; Juul et al. 2018; Ma et al. 2018; Oshima et al. 2018; Robinson et al. 
2018; Yamanaka et al. 2018),  
- traumatische Schäden (Gantner et al. 2018; Hellewell et al. 2018; Hong et al. 
2018), 
- oxidativer Stress (Castillo et al. 2018; Eisenga et al. 2018) 
- die Reduktion von Hirnödemen bei traumatischen ZNS-Schäden (Gunnarson et 
al. 2009; Blixt et al. 2018). 
 
Darüberhinaus wurden EPO-Effekte auf neuro-psychiatrische Störungen untersucht. 
Erste in vitro und in vivo Studien zeigen einen möglichen positiven Effekt auf den 
zerebralen Energiestoffwechsel bei Multipler Sklerose (Singhal et al. 2018), sowie 
anxiolytische und pro-kognitive Eigenschaften in Tiermodellen (Bonnas et al. 2017). 
Daneben wurden wiederholt positive Effekte auf die kognitiven Defizite bei 
Depressionen und bipolare Störungen beschrieben (Miskowiak et al. 2010; Miskowiak 
et al. 2014a; Miskowiak et al. 2014b; Li et al. 2017b).  
Keine Effekte auf die Psychopathologie, aber einen positiven kognitiven Effekt bei 
Patienten mit einer Schizophrenie beschreiben Ehrenreich et al. 2007.  Kastner et al. 
2012 zeigen eine vom EPO- und EPOR-Genotyp abhängige höhere kognitive Leistung 
bei schizophrenen und gesunden Probanden, und vermuten somit eine Beeinflussung 
von kognitiven Defiziten bei Hirnerkrankungen durch EPO. 
 
Dik et al. (2018) zeigten eine entgegengesetzte Wirkung von EPO in rechter und linker 
Hirnhälfte. Dabei verstärkt EPO die inhibitorische Neurotransmission im linken 
prälimbischen Kortex der Maus, und vermindert die inhibitorische Neurotransmission 
im rechten prälimbischen Kortex der Maus. 
Vor dem Hintergrund anderer Hypothesen wie z. B. der Genese von Depression 
aufgrund einer Unteraktivität im linken dorsolateralen präfrontalem Kortex (DLPFC) 
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(Baxter, JR et al. 1989) und der Wirksamkeit anderer Therapieverfahren (z. B. 
repetitive transkranielle Magnetstimulation, siehe z. B. Schutter 2009), welche 
„harmonisierend“ auf neuronale Netzwerke wirken, könnte dies auch ein möglicher 
Wirkansatz für EPO bei (neuro-) psychiatrischen Störungen sein.  
 
Signalwege der EPO-abhängigen Grid1-Induktion 
 
Die in der vorliegenden Arbeit für die Analyse der Grid1-Induktion verwendeten 
Ba/F3-EPOR-Zellen fanden bisher Anwendung in verschiedensten Untersuchungen zu 
EPO-abhängigen Signalwegen (Yan et al. 2012; Bulut et al. 2013; Heir et al. 2016) 
und wurden auch benutzt, um mathematische Erythropoese-Modelle zu erstellen 
(Klingmüller und Schilling 2017). Aus diesen Gründen wurden die Zellen auch für die 
hier beschriebenen Experimente eingesetzt. 
In dieser Arbeit wurde nach Klonierung des Grid1-Promotors die Beteiligung EPO-
abhängiger Signalwege an der Aktivierung des Grid1-Gens durch Reportergenassays 
untersucht. Dabei konnte durch den Einsatz signalwegspezifischer Inhibitoren die 
Beteiligung der aus dem hämatopoetischen System bekannten EPOR-Signalkaskaden 
(JAK2/STAT5, Lyn, MAP-Kinase, PI3-Kinase) an der Induktion von Grid1 
nachgewiesen werden. Die bisher publizierten Daten zeigen, dass die analysierten 
Signalwege auch in EPO-sensitiven Zellen des ZNS eine dominierende Rolle spielen. 
Dies gilt vor allem für den MAPK/ERK-Signalweg (Koshimura et al. 1999; Lee et al. 
2004; Kilic et al. 2005; Wang et al. 2008), und den JAK/STAT-Signalweg 
(Digicaylioglu und Lipton 2001; Kilic et al. 2005; Liu et al. 2005; Byts et al. 2008). 
Die Kotransfektionsexperimente mit Wildtyp- bzw. dominant negativen 
Signalmolekülen bestätigen diese Aussagen. Auch der PI3Kinase-Signalweg spielt bei 
der Aktivierung des Grid1-Gens offensichtlich eine maßgebliche Rolle, eine Tatsache, 
die aufgrund diverser Nachweise für seine EPO-regulierte Aktivität in Zellen 
unterschiedlichster Herkunft verständlich ist (Kilic et al. 2005; Zhang et al. 2006; Byts 
et al. 2008; Wang et al. 2008; Ma et al. 2018). 
 
Eine eher geringe Beteiligung ist für PKA-abhängige Signale festzustellen Dies steht 
aber im Einklang damit, dass die PKA auch in anderen EPO-regulierten Systemen  nur 
eine untergeordnete Rolle spielt oder inaktiv bleibt (Boer et al. 2002).  
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Funktionelle Bedeutung von GluD1 
 
Im Nachfolgenden soll die Funktion des GluD1-Proteins, einem im Gegensatz zu 
GluD2 funktionell noch wenig charakterisierten Genprodukt, besprochen werden. 
 
Ionenkanalfunktion und Kolokalisation mit anderen Glutamatrezeptoren 
 
Ähnlich wie bei GluD2 konnten für GluD1 bisher keine direkten 
Ionenkanalfunktionen nachgewiesen werden. Für eine eventuelle Komplexbildung mit 
anderen ionotropen Glutamatrezeptoren existieren widersprüchliche Ergebnisse.  
Villmann et al. (1999) fanden nach Fusion der putativen Porendomäne von GluD1 mit 
verschiedenen anderen ionotropen Glutamatrezeptoren keine für einen funktionellen 
Ionenkanal sprechenden Effekte. Orth et al. (2013) hingegen konnten für einen 
chimären Kainat-GluD1-Rezeptor eine Ionenkanalfunktion experimentell nachweisen 
und Ähnlichkeiten hinsichtlich des Ionenflusses mit AMPA- und Kainat-Rezeptoren 
feststellen. Schon zuvor wurden durch Yadav et al. (2011), allerdings erst nach 
gezielter Manipulation der Transmembranregion 3 des GluD1-Rezeptors, Daten 
gewonnen, die Kanaleigenschaften wahrscheinlich machen.  
In der vorliegenden Arbeit konnte durch Kopräzipitationsexperimente eine physische 
Interaktion von GluD1 und der NMDA-Rezeptoruntereinheit NR2A in ST14A-Zellen 
gezeigt werden. Ein solcher Nachweis läßt sich in der Literatur bisher nur für GluD2 
finden. Wie bereits oben ausgeführt, gibt es Hinweise, dass in der Säugetier-Retina 
delta-Untereinheiten mit Kainat-Rezeptoren assoziiert vorliegen (Ghosh et al. 2001), 
für verschiedene Hirnareale oder in Zellkulturen sind bisher keine Assoziationen von 
GluD1 mit anderen ionotropen Glutamatrezeptoruntereinheiten in der aktuellen 
Literatur publiziert. Bereits 1997 konnten Landsend et al. zumindest eine 
Kolokalisation von GluD2 und den AMPA-Rezeptoruntereinheiten GluR2/3 in den 
Dendriten von Purkinje-Zellen zeigen. Die Autoren vermuten, dass diese Anordnung 
eine direkte Interaktion zwischen den beiden Rezeptorklassen ermöglichen könnte. 
Eine immunzytochemische Kolokalisation von delta-Untereinheiten und dem 
metabotropen mGluR1 fanden Petralia et al. (1996) im dorsalen Nucleus cochlearis an 
postsynaptischen Verdickungen bestimmter Zellschichten. Elektronenmikroskopisch 
konnte die Kolokalisation an den gleichen postsynaptischen Verdickungen bestätigt 
werden, was jedoch nicht automatisch bedeutet, dass die delta-Untereinheiten einen 
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funktionellen Komplex mit mGluR1 bilden. Darüberhinaus konnten in der genannten 
Arbeit delta-Untereinheiten an Gliazellen nachgewiesen werden. Eine weitere 
Kolokalisation eines metabotropen Glutamatrezeptors (mGluR5) mit GluD1 im 
Hippocampus konnten Suryavanshi et al. (2016) zeigen. Die Autoren vermuten, dass 
GluD1 für die physiologische Funktion von mGluR5 benötigt wird. Dies wird durch 
die Arbeit von Benamer et al. (2017) unterstützt und ein Bezug zur Entstehung von 
(neuro-) psychiatrischen Störungen mit dysfunktionaler dopaminerger 
Neurotransmission (z. B. Schizophrenie) durch GluD1-Mutationen hergestellt.  
Die Autoren spekulieren, dass eine Kanalaktivität im Falle von GluD1 nicht durch 
einen (extrazellulären) Agonisten zustande kommt, sondern durch intrazelluläre 
Signalereignisse, wie sie z. B. durch metabotrope Glutamatrezeptoren induziert 
werden (aktuell vorrangig mGluR1/5 beschrieben). Insgesamt bleibt zur Zeit aber 
unklar, ob GluD1 einen funktionellen Agonisten und eine in vivo funktionierende 
Ionenkanalaktivität besitzt. 
 
Posttranslationale Modifikation 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte in HEK293-Zellen nach transienter Überexpression 
von Grid1-cDNA eine EPO-abhängige Tyrosinphosphorylierung von GluD1 gezeigt 
werden. HEK293-Zellen wurden wiederholt als Modell für Untersuchungen an 
GluD1- und GluD2-Proteinen verwendet (Ly et al. 2002; Ryu et al. 2012; Yasumura 
et al. 2012; Ady et al. 2014; Konno et al. 2014; Benamer et al. 2017; Dadak et al. 
2017). Die funktionelle Bedeutung dieser posttranslationalen Modifikation von GluD1 
lässt sich aktuell nicht klar einordnen, könnte aber wie bei anderen Proteinen der 
Konformationsänderung, Aktivierung (der Kanalaktivität) und/oder Schaffung von 
SH2-Domänen-Bindungsstellen für Protein-Protein-Interaktionen dienen. Vor dem 
Hintergrund der nachgewiesenen GluD1-Zytoskelettprotein-Interaktion (Hirai und 
Matsuda 1999; Hirai 2000; Ly et al. 2002; Stankewich et al. 2010) könnte eine 
Kinasen-abhängige Tyrosinphosphorylierung möglicherweise zur (schnellen) 
Regulation der GluD1-Präsentation an der Zelloberfläche dienen. In weiterführenden 
Untersuchungen wäre es sehr interessant zu klären, ob die EPO-induzierte 
Phosphorylierung von GluD1 möglicherweise für die Aktivierung der Kanalaktivität 
relevant ist. In einer kürzlich publizierten Arbeit von Dadak et al. (2017) wurde ein 
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entsprechender Zusammenhang für GluD2 gezeigt. Dort wird die intrinische 
Kanalaktivät durch Beteiligung des PKC-Signalweges gesteuert.  
 
Synapsenorganisation 
 
Eine Reihe von Publikationen hat in der jüngeren Vergangenheit Hinweise darauf 
geliefert, dass GluD1 möglicherweise an der Synapsenorganisation beteiligt ist 
(Kuroyanagi et al. 2009; Ryu et al. 2012; Yasumura et al. 2012; Konno et al. 2014; 
Gupta et al. 2015; Livide et al. 2015). Einerseits sollen GluD1 und GluD2 als 
postsynaptische Moleküle einen dreiteiligen Komplex mit Cerebellinen und 
präsynaptischen Molekülen (Neurexine und deleted-in-colorectal-cancer (DCC)) 
bilden und für die Synpasenregulation zuständig sein (Matsuda et al. 2010; Stankewich 
et al. 2010; Siddiqui und Craig 2011; Ryu et al. 2012; Seigneur und Südhof 2017; 
Hoxha et al. 2018; Kakegawa und Yuzaki 2018). Am sichersten scheinen GluD2-
Cerebellin-Neurexin-Trimere bei Parallel-Faser-Purkinje-Zell-Synapsen 
(Cerebellum) belegt zu sein (Hashimoto et al. 2001; Yuzaki 2009; Kuroyanagi und 
Hirano 2010; Uemura et al. 2010; Joo et al. 2011; Ito-Ishida et al. 2012; Yuzaki 2012; 
Cheng et al. 2016; Elegheert et al. 2016; Kotajima-Murakami et al. 2016; Zanjani et 
al. 2016; Good et al. 2017; Pendyala et al. 2017; Zhong et al. 2017; Rong et al. 2018). 
Darüberhinaus wurde gezeigt, dass GluD1 bei der Bildung von inhibitorischen 
Synapsen beteiligt ist und eine Rolle in der Pathogenese des Rett-Syndroms spielt 
(Livide et al. 2015; Patriarchi et al. 2016). Die Autoren der genannten Artikel berichten 
von einer Grid1-Überexpression bei verschiedenen Formen des Rett-Syndroms und 
zeigen einen starken Zusammenhang von GluD1 mit der Bildung inihibitorischer 
Synapsen. Auch Stankewich et al. (2010) konnten bei betaIII-Spektrin-knock-out-
Mäusen eine verminderte Expression von delta-Glutamatrezeptoren mit einer 
konsekutiv verminderten Synaptogenese feststellen. Im Hinblick auf die EPO-
abhängige Induktion von Grid1 wäre daher die Vorstellung abzuleiten, dass eine 
vermehrte Grid1-Expression zu einer vermehrten Bildung von inhibitorischen 
Synapsen führt und somit infolge reduzierter Exzitotoxizität neuroprotektiv wirkt.  
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Zusammenfassende Überlegungen 
 
In Zusammenschau der bisherigen Forschungsergebnisse und den durchgeführten 
Untersuchungen kann man feststellen, dass GluD1 potentiell eine Kanalaktivität 
besitzt, aber wahrscheinlich kein relevanter extrazellulärer Agonist existiert. Die 
Porenfunktion könnte durch intrazelluläre Mechanismen, z. B. Phosphorylierung, 
reguliert werden.  
Denkbar wäre auch eine evolutionäre Veränderung der Ligandenbindungsdomäne weg 
vom Rezeptor hin zum postsynaptischen Bindungspartner eines 
synapsenstabilisierenden/-bildenden Komplexes. Gerade durch die Beteiligung an  der 
Synaptogenese könnte durch eine EPO-abhängige Induktion von Grid1/GluD1 ein Teil 
der neuroprotektiven Effekte erklärt werden. Zu den antientzündlichen, 
antiapoptischen, vasculär/angiogenetischen und differenzierungsfördernden Effekten 
könnte EPO damit auch eine synaptogenetische Wirkung zugeschrieben werden. Unter 
diesem Blickwinkel wird auch der bereits diskutierte Zusammenhang zwischen Grid1-
Mutationen und neuro-psychiatrischen Störungen besser erklärbar. 
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7 Zusammenfassung 
In der vorliegenden Arbeit konnte mit verschiedenen Methoden gezeigt werden, dass 
das Grid1-Gen und das kodierte Protein GluD1 Zielmoleküle im EPO-Signaltransfer 
unterschiedlicher Spezies und Zelltypen darstellen. Daneben führt auch Hypoxie zu 
einer verstärkten Expression von Grid1. Nach Klonierung des Promotors und der 
Analyse seiner Aktivierung nach Cytokinstimulation wurde deutlich, dass für EPO 
charakteristische Signalkaskaden für die beobachteten Effekte verantwortlich sind. 
Auch auf Proteinebene lässt sich zeigen, dass EPO-abhängige Signale zur 
Phosphorylierung des GluD1-Rezeptors und zunehmender Assoziation mit der 
verwandten NR2A-Untereinheit des NMDA-Rezeptors führen. 
Über die physiologischen Hintergründe lässt sich gegenwärtig nur spekulieren, da die 
Funktion des Rezeptors noch weitgehend unklar bleibt. Die zur Zeit bekannten Daten 
sprechen für eine Beteiligung von GluD1 in der Synaptogenese und der glutamatergen 
Neurotransmission. Möglicherweise sind die beschriebenen Effekte Teil der in vielen 
Systemen nachgewiesenen neuroprotektiven und neuromodulatorischen Funktionen 
von EPO.  
Für die weitere Aufklärung EPO-abhängiger Prozesse im ZNS erscheint es sinnvoll, 
insbesondere die Funktion des GluD1-Rezeptors weiter zu analysieren und 
darüberhinaus die Frage in den Vordergrund zu stellen, ob in Modellen, in denen EPO 
neuroprotektiv wirkt, entsprechende Veränderungen in der Expression von Grid1 bzw 
der Funktion von GluD1 nachweisbar sind. 
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8 Anhang 
8.1 DNA-Sequenzen der klonierten Grid1-Promotor-Fragmente der 
Ratte 
Fragment 1 (kursiv: Primer; unterstrichen: bisher unbekannte Sequenz) 
CCCGCCGCCTGCCCTTTAAGCATCCCGGTGCCTGGCTCGGTGCCCCAGGC
TGTGGTCTTTCCGCAGGCTGCTAGAGTTGGGGGTCGGGTTCCGAGAGCGG
CTGTCCTTTCTGGCCACCCGCAGGACTGCAGAATCTCCGCTGAAGTCCCC
CCAGCGCCAGCGAGTTCCGAGCTCCCCCTCCCCGAGGGTTGTCGATGGCT
GTGCCTCCTCCGTTTCTCCAGCGAACCCGGAGGCCAGGCCCACACGGCC
AAGCCTAGACTCGCTTCAGACCCGCCAGGTCCCCTCCGTGGTGCCGT
CCTCGTAGCATCCCCCGGTCGGGAGCGCGGAGTACCGGGCGCCCCC
TCCGTGCAACGAGCGGGCGAGCGGCGCGCGGCTAGGCTAAGGCTCC
GCAGTCACGTGGTGGAGAGGAGGGCGGAGGGGAGGGAGGCGGGCG
GGAGGGGAGGGGGAGCGCCGCCGAGGGGGAGGGGGAGGGGAGGGG
GCGTCCTCCGCAGTTCGCTCTTCGCCTGGGCTCAGACACACAGCCAGCCC
GGAGCCGCCGCGCGGGCCGGGCCGCCGCCGCCTCTGCCTCTGCCGCCCCC
AGAGCCGCTTAAGCCGCTGGAAGCGCCGCCGCCACAGCCGCGGGCCGCC
CCCGCCGCGCCGGCCTGTGCTCGGGCTGCGAGCGCCGCCGCAACCGCAA
CCAGAGCCGGCGCGGGAGCCCGAGAGCGCTGGGCTGGGCTGGGCTGGG 
 
Fragment 2 (kursiv: Primer) 
TCCGCAGTTCGCTCTTCGCCTGGGCTCAGACACACAGCCAGCCCGGAGCC
GCCGCGCGGGCCGGGCCGCCGCCGCCTCTGCCTCTGCCGCCCCCAGAGCC
GCTTAAGCCGCTGGAAGCGCCGCCGCCACAGCCGCGGGCCGCCCCCGCC
GCGCCGGCCTGTGCTCGGGCTGCGAGCGCCGCCGCAACCGCAACCAGAG
CCGGCGCGGGAGCCCGAGAGCGCTGGGCTGGGCTGGGCTGGGTTGGGGC
GGGCGCAGGGCGCAGGGGCGGGAGCGCGGGGGAAGACGCACGGGCGGG
CTCGGCTCTCCCGGGGAGCGGCCCGGGACTGCACCGGGACCGGCGCCTC
CCCGCTCCGCGCTGCCCTCGGCCTCGCCCCGGGCCCGGGCGGATGAGCCG
CGCGCCCGGGGGACATGGAAGCGCTGACGCTGTGG 
 
V 
 
Gesamtes Promotorfragment (913bp), zusammengesetzt aus Fragment 1 und 2 
(kursiv: AflII-Schnittstelle) 
CCCGCCGCCTGCCCTTTAAGCATCCCGGTGCCTGGCTCGGTGCCCCAGGC
TGTGGTCTTTCCGCAGGCTGCTAGAGTTGGGGGTCGGGTTCCGAGAGCGG
CTGTCCTTTCTGGCCACCCGCAGGACTGCAGAATCTCCGCTGAAGTCCCC
CCAGCGCCAGCGAGTTCCGAGCTCCCCCTCCCCGAGGGTTGTCGATGGCT
GTGCCTCCTCCGTTTCTCCAGCGAACCCGGAGGCCAGGCCCACACGGCCA
AGCCTAGACTCGCTTCAGACCCGCCAGGTCCCCTCCGTGGTGCCGTCCTC
GTAGCATCCCCCGGTCGGGAGCGCGGAGTACCGGGCGCCCCCTCCGTGC
AACGAGCGGGCGAGCGGCGCGCGGCTAGGCTAAGGCTCCGCAGTCACGT
GGTGGAGAGGAGGGCGGAGGGGAGGGAGGCGGGCGGGAGGGGAGGGG
GAGCGCCGCCGAGGGGGAGGGGGAGGGGAGGGGGCGTCCTCCGCAGTT
CGCTCTTCGCCTGGGCTCAGACACACAGCCAGCCCGGAGCCGCCGCGCG
GGCCGGGCCGCCGCCGCCTCTGCCTCTGCCGCCCCCAGAGCCGCTTAAGC
CGCTGGAAGCGCCGCCGCCACAGCCGCGGGCCGCCCCCGCCGCGCCGGC
CTGTGCTCGGGCTGCGAGCGCCGCCGCAACCGCAACCAGAGCCGGCGCG
GGAGCCCGAGAGCGCTGGGCTGGGCTGGGCTGGGTTGGGGCGGGCGCAG
GGCGCAGGGGCGGGAGCGCGGGGGAAGACGCACGGGCGGGCTCGGCTC
TCCCGGGGAGCGGCCCGGGACTGCACCGGGACCGGCGCCTCCCCGCTCC
GCGCTGCCCTCGGCCTCGCCCCGGGCCCGGGCGGATGAGCCGCGCGCCC
GGGGGACATGGAAGCGCTGACGCTGTGG 
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8.2 Verwendete PCR-Primer 
PCR-Primer zur Klonierung von Grid1 
 
Primer 1:  5’-GGTACC CCGGGACTGCACCGGGACC-3’ 
Primer 2:  5’-GGAACATACAATGAGCGTGAAGAGCC-3’ 
Primer 3:  5’-TCGGTGAACTCTGTGGCCATGC-3’ 
Primer 4:  5’-CTCGAG CTCTGCTGGTCGGGTGGGCT-3’ 
 
PCR-Primer zur Klonierung der Grid1-Promotorsequenz 
 
Primer 5: 5’-GGTACCCCCGCCGCCTGCCCTTTAAG-3’  
Primer 6: 5’-CCCAACCCAGCCCAGCCCA-3’ 
Primer 7: 5’-TCCGCAGTTCGCTCTTCGCC-3’ 
Primer 8:  5’-CTCGAGCCACAGCGTCAGCGCTTCCA-3’ 
 
PCR-Primer zum Nachweis Grid1 (Primer 9 mit 100 % Übereinstimmung bei 
Maus, Ratte, Mensch; Primer 10 mit 1 mismatch beim Menschen)  
 
Primer 9:  5’-GTGAATGAGGAAATCAGTGACCC-3’ 
Primer 10: 5’-CACAAAAGGCTCTTCCAAGACAG-3’ 
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8.5 Abkürzungsverzeichnis: 
Abkürzung Begriff 
µF Mikrofarad (10-6 F) 
µg Mikrogramm (10-6 g) 
µl Mikroliter 
AKT Proteinkinase B 
AMPA α-amino-3-hydroxy-5 methyl-4-isoxazole propionic acid 
APS Ammoniumperoxodisulfat 
Ba/F3-EPOR EPOR-überexprimierende Ba/F3-Zellen 
Ba/F3-Zellen B-cell activating factor 3 (=Interleukin 3) 
BALB/c  Bagg albino/line c 
bp Basenpaare 
BSA Bovines Serumalbumin (Rinderserumalbumin) 
cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat 
CBP CREB-binding-protein 
CD131 
cluster of differentiation 131 entspricht der β-
Untereinheit des IL-3, IL-5 und GM-CSF-Rezeptors 
cDNA Komplementäre DNA 
COS CV-1 in Origin with SV40 genes 
CREB cAMP response element-binding protein 
DAG Diacylglycerin 
DCC deleted-in-colorectal-cancer 
ddNTP Didesoxynukleosidtriphosphat 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DN Dominant negative Mutante 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 
dT 15-25 Desoxythymidin 
E. coli Escherichia coli 
ECL enhanced chemiluminescence 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EGF Epidermaler Wachstumfaktor 
EPO Erythropoetin 
EPOR Erythropoetinrezeptor 
ERK extracellular-signal regulated kinases 
FKS fetales Kälberserum 
fmol Femtomol (10-15 Mol) 
g Gravitationsfeldstärke 
XI 
 
g Gramm 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
G-CSF Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor 
GH Wachstumshormon 
GluD1 Glutamat-Rezeptor-Delta-1-Untereinheit 
GluD2 Glutamat-Rezeptor-Delta-2-Untereinheit 
GluR 
Untereinheit der AMPA, bzw. Kainat 
Glutamatrezeptoren 
GM-CSF 
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender 
Faktor 
Grid1 
Bezeichnung für das Gen der Glutamat-Rezeptor-Delta-
1-Untereinheit 
Grid2 
Bezeichnung für das Gen der Glutamat-Rezeptor-Delta-
2-Untereinheit 
h Stunde(n) 
HEK293 human embryonic kidney-Zelllinie 
HEK293_EGF/EPOR 
EGF/EPOR Hybridrezeptor überexprimierende HEK293 
Zellen 
HEK293_rEPOR Ratten EPOR überexprimierende HEK293-Zellen 
HIF1 hypoxia-inducible-factor 1 
IGF Insulin-like growth factor 
iGluR Ionotrope Glutamatrezeptoren 
IL Interleukin 
IP Immunpräzipitation 
IP3 Inositol-1,4,5-trisphosphat 
IκB inhibitor of nuclear factor-κB 
J2E J2 retrovirus erythroid cells 
JAK2 Janus-Kinase 2 
KA Untereinheiten der Kainat Glutamatrezeptoren 
kb Kilobasenpaare 
kDa Kilodalton 
LB lysogeny broth 
LTD long term depression 
mA Milliampere (10-3 A) 
MAPK mitogen-activated protein kinase 
MEK MAPK/extracellular signal-regulated kinase 
MG Molekulargewicht(-Marker) 
mGluR  Metabotrope Glutamatrezeptoruntereinheit 
min Minute(n) 
ml Milliliter (10-3 l) 
MLI molecular layer interneuron 
XII 
 
M-MLV Moloney Murine Leukemia Virus 
mRNA Boten-RNA 
mV Millivolt (10-3 V) 
NFκB nuclear factor-kappa B 
ng Nanogramm (10-9 g) 
NMDA N-methyl-D-aspartic acid 
NO Stickstoffmonoxid 
NR Untereinheit der NMDA Glutamatrezeptoren 
PBS phosphat buffered saline 
PC12 pheochromocytoma cells 
PCR Polymerase-Kettenreaktion 
pH potentia Hydrogenii 
PI3K Phosphoinositol-3-Kinase 
PKA Proteinkinase A 
PKB Proteinkinase B 
PKC Proteinkinase C 
pmol Picomol (10-12 mol) 
PVDF Polyvinylidendifluorid 
Raf rapidly accelerated fibrosarcoma oder rat fibrosarcoma 
Ras rat sarcoma 
rhEPO rekombinantes humanes Erythropoetin 
RNA Ribonukleinsäure 
RRID Research Resource Identifiers 
RT Reverse Transkiptase 
S.O.C. Super Optimal Broth (Medium) + 20 Millimol Glucose 
SDS sodium dodecyl sulfate = Natriumlaurylsulfat 
SDS-PAGE 
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis 
sec Sekunde(n) 
SH2 / SH2-Domänen src-homology 2 / src-homology 2 domains 
SHP1 
Src homology region 2 domain-containing phosphatase-
1 
SNPs Single nucleotid polymorphisms 
ST14A Striatalen Zellen von 14 Tage alten Rattenembryonen 
ST14A_rEPOR Ratten EPOR überexprimierende ST14A-Zellen 
STAT signal transducer and activator of transcription 
SV40 Simian-Virus 40 
Taq Thermus aquaticus 
TBE (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)-Borat-EDTA 
TEMED N,N,N′,N′-Tetramethylethylendiamin 
XIII 
 
  
TNFα Tumornekrosefaktor α 
TPR tissue protective receptor 
TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
U/µl Unit (Enzymeinheit) pro Mikroliter 
U/min Umdrehungen pro Minute 
UV Ultraviolettstrahlung  
VEGF vascular endothelial growth factor 
WB  Western Blot 
WT Wildtyp 
X-gal 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galactopyranosid 
ZNS Zentralnervensystem 
βcR β-common-receptor 
XIV 
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Thesen 
1. Das Grid1-Gen kodiert für die Glutamat-Rezeptor-Delta-1-Untereinheit (GluD1), 
die in verschiedenen Regionen des ZNS exprimiert wird. Die Funktion des 
Proteins, insbesondere sein Potential als ionotroper Rezeptor ist noch unklar. 
2. Erythropoietin (EPO) hat neben seinen Wirkungen im hämatopoetischen System 
eine Reihe von überwiegend protektiven Effekten in neuronalen Geweben und 
induziert die Expression des Grid1-Gens in Zellen verschiedenen Typs, darunter 
auch in HEK-293-Zellen, in denen der EPO-Rezeptor überexprimiert vorliegt. 
3. Grid1 wird darüberhinaus in diesen Zellen durch experimentell erzeugte Hypoxie 
verstärkt transkribiert. 
4. Zur näheren Analyse der Grid1-Aktivierung wurde der bisher nur teilweise 
bekannte Grid1-Promoter der Ratte aus genomischer DNA kloniert und 
entsprechende Reportergenkonstrukte hergestellt. 
5. Plasmide mit dem Grid1-Promoter wurden transient in Ba/F3-Zellen transfiziert 
und durch den Einsatz Signalweg-spezifischer Inhibitoren die EPO-abhängige 
Geninduktion analysiert. 
6. EPO aktiviert den Grid1-Promoter konzentrationsabhängig. Die gleichzeitige 
Überexpression von Wildtyp bzw. dominant negativen Varianten der in den EPO-
Signaltransfer involvierten Tyrosinkinasen JAK2 und Lyn führt zu 
Expressionsveränderungen, die auf eine Beteiligung beider Kinasen bei der 
Aktivierung des Grid1-Gens schließen lassen. 
7. Die Wirkung verschiedener Inhibitoren der JAK/STAT-, MAPKinase- und PI3-
Kinase-Signalwege macht deutlich, dass diese, im EPO-Signaltransfer vielfach 
nachgewiesenen Aktivitäten auch bei der Induktion des Grid1-Gens entscheidend 
sind. 
8. Zur Analyse auf Proteinebene wurde das Grid1-Gen kloniert und in HEK-293-
Zellen mit stabiler Überexpression des EPO-Rezeptors transfiziert. Nach 
Stimulation der Zellen mit EPO konnte eine Zunahme der 
Tyrosinphosphorylierung gezeigt werden.  
  
  
9. In einer Zelllinie mit neuronaler Charakteristik (ST14A) wurden – nach stabiler 
Expression des EPO-Rezeptors – Kopräzipitationsexperimente durchgeführt, um 
eine mögliche physische Assoziation mit anderen Glutamatrezeptoren zu klären. 
Dabei gelang der Nachweis der Assoziation von GluD1 mit dem ionotropen 
Glutamatrezeptor NR2A. 
10. Die vorliegenden Resultate sprechen für eine EPO-abhängige Regulation des 
Grid1-Gens und seines Produktes, dem GluD1-Rezeptor.  
11.  Die Ergebnisse werden im Zusammenhang mit einer möglichen Beteiligung des 
GluD1-Rezeptors an der glutamatergen Neurotransmission und dem 
neuroprotektiven Potential von EPO diskutiert. 
